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Resumen 
La mandarina Citrus reticulata Blanco es considerada como una de las principales 
especies involucradas en el origen de los cítricos cultivados y no se conoce la 
contribución precisa del genoma de las especies ancestrales para el grupo de las 
mandarinas, razón por la cual  la clasificación de los cítricos aun es motivo de estudio por 
diferentes grupos de investigación a nivel mundial. El objetivo del presente trabajo fue 
evaluar la diversidad genética de 111 genotipos de mandarinas Citrus spp. del banco de 
germoplasma de cítricos y de las colecciones de trabajo de Corpoica en Palmira, 
Santander y Villavicencio, con 8 marcadores moleculares RAMs y 14 marcadores 
microsatélites. Para todos los genotipos se amplificaron seis cebadores RAMs que 
generaron 95 fragmentos totales y 91 fragmentos polimórficos con pesos moleculares 
entre 200 y 1500 pb, el número de fragmentos por cebador fluctúo entre 10 para CA y 22 
para GT. Se obtuvo un valor de heterocigosidad estimada promedio de 0,35 y porcentaje 
de loci polimórficos del 96%, lo que indica una alta diversidad genética de los genotipos 
evaluados. Para las mandarinas Arrayana, Oneco y Lisa Santandereana, amplificaron 8 
cebadores RAMs, con una heterocigosidad promedio estimada de 0,24, lo que indica un 
polimorfismo genético medio. El estudio de diversidad genética con microsatélites RAMs 
de las 111 introducciones de mandarinas mediante el coeficiente de Nei –Li, a un nivel 
de similaridad de 0,75, diferenció la población en 8 grupos, y el análisis de varianza 
molecular mostró una diferenciación genética entre los individuos del 66% y del 34% 
entre los grupos. La caracterización con catorce marcadores microsatélites, detectó 
niveles promedio de riqueza alélica de 2,49, un número efectivos de alelos de 1,9 y un 
contenido de información polimórfica promedio de 0,61, lo que indica una alta 
variabilidad genética y un alto nivel de polimorfismo. Con ambos marcadores 
moleculares se generó un solo cluster para las mandarinas arrayana, Ica Bolo, Ica 
Amaime y Criollos, lo que indica una alta similitud y una baja distancia genética entre los 
individuos, sugiriendo que posiblemente corresponden a un mismo genotipo. La 
estructura genética de la población evaluada presentó una similitud de 0,63 que 
corresponde a los grupos taxonómicos conservados en el banco de germoplasma y las 
colecciones de trabajo. Estos resultados contribuyen al conocimiento de la variabilidad 
genética de las mandarinas conservadas y cultivadas en Colombia y sirve para 
determinar si existen o no duplicados de materiales en el banco de germoplasma. 
Palabras clave: ADN, Mandarinas, Banco de Germoplasma, Microsatelites, RAMs 
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Mandarin orange, Citrus reticulata Blanco is considered one of the main species involved 
in the origin of cultivated citrus, but the precise contribution of the ancestral species 
genome to the group of tangerins is not known, thus the classification of citrus is still 
being studied by different research groups worldwide. The aim of this study was to 
evaluate the genetic diversity of 111 genotypes of mandarin oranges, Citrus spp. 
deposited at the citrus genebank and other collections at Corpoica in Palmira, Santander 
and Villavicencio research stations, using 8 molecular markers RAM´s and 14 
microsatellite markers. For all genotypes, six RAM´s primers were amplified and these 
generated a total of 95 fragments and 91 polymorphic fragments with molecular weights 
ranging between 200 and 1500 bp. The number of fragments per primer fluctuated 
around 10 for AC and 22 and GT. An estimated average heterozygosity of 0.35 and 96% 
of polymorphic loci was obtained, which indicates a high genetic diversity of the studied 
genotypes. Eight RAM´s primers were amplified for Arrayana, Oneco and Lisa 
Santandereana mandarin oranges, with an estimated average heterozygosity of 0.24, 
indicating an average genetic polymorphism. The genetic diversity study using RAM´s 
microsatellites from the 111 introductions of mandrain oranges using the coefficient of 
Nei-Li, at a similarity level of 0.75, the population was divided in 8 groups, and analysis of 
molecular variance showed a genetic differentiation of around 66% between individuals 
and around 34% between the groups. The characterization study using fourteen 
microsatellite markers, found average levels of allelic richness of 2.49, an effective 
number of alleles of 1.9 and an average polymorphic information content of 0.61, 
indicating a high genetic variability and a high level polymorphism. With both molecular 
markers for arrayana mandarin oranges a single cluster was generated, composed of 
Bolo Ica, Ica Amaime and Criollos, indicating high similarity and low genetic distance 
between individuals, suggesting that possibly all correspond to the same genotype. The 
genetic structure of the evaluated population presented a similarity of 0.63 which 
corresponds to the taxonomic groups preserved in the genebank and Corpoica 
collections. These results will contribute to the understanding of the genetic variability of 
mandarin oranges grown and preserved in Colombia and help to determine whether there 
are duplicate materials in the genebank.  
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Los cítricos son los cultivos subtropicales más comunes en el mundo. Desde el punto de 
vista económico poseen una gran importancia dado que su producción es mayor que la 
de cualquier otro frutal. La producción mundial de cítricos supera los 122  millones de 
toneladas, siendo superior a la del plátano, uva y manzana (FAO, 2010). Dentro de esta 
producción las mandarinas ocupan una importante posición ya que representan cerca del 
20% del total. Colombia con 62.000 has, ocupa el puesto número 21 como país 
productor, con una producción de 0,85 millones de toneladas. (FAO, 2012).  
A partir del Convenio sobre la Diversidad Biológica (1993), se cambió el paradigma de 
que los recursos genéticos eran “patrimonio de la humanidad”, por el concepto de la 
Soberanía de cada nación sobre sus recursos genéticos, lo cual marcó el libre 
intercambio de éstos y la necesidad de crear sistemas nacionales de conservación, para 
disponibilidad, uso y consecución de variabilidad requerida en cada país y que es 
importante para procesos presentes ó futuros de selección. (Convenio de Diversidad 
Biológica, 1993.)  
En 1994, el Gobierno Colombiano creó el Sistema de Bancos de Germoplasma para la 
Alimentación y la Agricultura del país, el cual comprende especies vegetales, animales y 
de microrganismos, donde se definió a la Corporación Colombina de Investigación 
Agropecuaria “Corpoica”, como depositario y administrador del germoplasma, recibido a 
partir de colecciones de trabajo y núcleos de animales, desarrollados por investigadores 
del Departamento de Investigaciones Agropecuarias DIA y del Instituto Colombiano 
Agropecuario ICA, con apoyo financiero del Gobierno Colombiano, a través de Convenios 
anuales de Cooperación Técnica y Científica (ICA, 2006).  
La Corporacion Colombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica) en el centro de 
investigación Palmira, conserva el banco de germoplasma de cítricos con 281 
introducciones, de la cuales 40 corresponden a Mandarinas (Caicedo y Muñoz, 2006). De 
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igual manera los centros de investigación de Corpoica en Santander y Villavicencio, 
mantienen colecciones de trabajo de cítricos donde las mandarinas están priorizadas. 
 
La identificación varietal es uno de los aspectos básicos para el estudio del material 
vegetal utilizado en la producción y su importancia aumenta cuando éste se utiliza para la 
generación de conocimiento científico. Ante el interés de comenzar un programa de 
mejoramiento genético con los materiales sobresalientes, surge la necesidad de generar 
información sobre el valor genético de los bancos de germoplasma y de las colecciones 
de trabajo, razon por la cual se  propone una caracterización molecular que permita 
identificar duplicados, detectar genes de interés para luego asociarlos con sus 
características agronómicas y generar una informacion que represente la diversidad  
genética y maximice los recursos para conservarlos.  
 
Los marcadores moleculares microsatélites se han convertido en los marcadores más 
populares dado su alto polimorfismo y su relativamente fácil estandarización, que 
representan las dos principales características, además de la capacidad para diferenciar 
individuos homocigotos y heterocigotos. En cítricos se han utilizado en multiples trabajos 
para establecer relaciones genéticas a nivel inter e intrapoblacional. 
 
Este trabajo tuvo como objetivo estudiar la diversidad genética y la estructura poblacional 
de mandarinas del banco de germoplasma de cítricos y colecciones de trabajos de dos 
centro de investigación utilizando marcadores moleculares RAM´s y microsatélites con el 
fin de aportar al conocimiento de las relaciones genéticas del  banco de germoplasma de 
cítricos, que permita tomar decisiones, en cuanto al uso y conservación, así como el 
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2. DEFINICIÒN DEL PROBLEMA 
 
El banco de germoplasma de cítricos conserva en Corpoica C.I. Palmira 281 
introducciones, de las cuales 51 corresponden a mandarinas. Este recurso de los 
Colombianos, es un apoyo para el sector agrícola y potencialmente contribuirá a la 
solución de nuevos retos, como son: el cambio climático global, el uso eficiente del agua, 
la sostenibilidad de la seguridad alimentaria, por lo cual se requiere conocer su potencial, 
a través de procesos de valor agregado. Con ello, la diversidad biológica del país, pasa de 
valor de existencia a valores de opción y utilización, lo que produce beneficios 
económicos, sociales y de desarrollo.  
Un factor importante para la conservación de poblaciones naturales de cualquier especie 
es el entendimiento de su estructura genética, lo cual se convierte en una herramienta 
básica para la planificación estratégica de su conservación y uso sostenible (Romero et al. 
2008), por ello es relevante incorporar procedimientos que proporcionen mayor 
sensibilidad a la descripción de los genotipos (Copeland y McDonald 2001), y cuanto más 
exhaustiva y confiable sea ésta mejor. En este sentido, el empleo de metodologías 
moleculares, como las huellas genómicas, incrementa la precisión de la caracterización 
varietal, dado que proveen información directamente a nivel del ADN, pues no son 
afectadas por el ambiente y enriquecen la información disponible para distinguir, con alto 
grado de certeza, individuos entre y dentro de la población. 
Uno de los usos potenciales más importantes de marcadores moleculares es su utilización 
en programas de mejoramiento, identificación de genes y marcadores asociados con los 




En Colombia existen pocos trabajos relacionados con estudios de diversidad genética en 
cítricos que involucran marcadores moleculares, y no se conoce la variabilidad genética 
ni la estructura poblacional de las mandarinas del banco de germoplasma de cítricos y de 
las colecciones de trabajo de centros de investigación, por ello no se conoce la identidad 
de los materiales que comúnmente son propagados en viveros, aspecto que dificulta la 
organización del sector citrícola. 
El no utilizar herramientas como los marcadores moleculares para la organización del 
banco de germoplasma de cítricos, genera una incorrecta clasificación de las 
introducciones, muchas de las cuales pueden ser consideradas como accesiones 
diferentes, cuando en realidad son duplicados, dando como resultado una 
sobreestimación de la diversidad genética. 
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3. JUSTIFICACIÓN  
 
Los cítricos ocupan el segundo reglón de importancia económica en la producción de 
frutas de Colombia con 900,356 toneladas producidas en el 2012 (FAO, 2012). De las 
62.421 hectáreas que tiene el país, el 61,27% corresponde a naranjas; 18,5% a 
mandarinas; y 10,5% a limas ácidas (Encuesta Nacional Agropecuaria, 2011).  
 
Este cultivo contribuye con la economía del país; la producción nacional tiene 
perspectivas comerciales, debido a que las áreas cosechadas y la producción están 
creciendo al 5% anual, además el rendimiento por hectárea es superior al promedio 
mundial (9 t/ha), lo que favorece las posibilidades de producción para la exportación de la 
fruta y su agregación de valor (Ramirez et al., 2012). 
El mantenimiento de la competitividad de la citricultura en Colombia depende en gran 
medida de la disponibilidad de nuevas variedades y patrones. Muchas de las nuevas 
variedades seleccionadas están protegidas y resulta cada vez más complicado y costoso 
poder disponer de ellas. La solución a esta problemática requiere la realización de 
programas de mejora genética que permitan atender las inquietudes que existen en la 
colección de variedades y patrones disponibles para los agricultores (Orduz, 2007). 
Entre los materiales existentes en el banco de germoplasma están las variedades de 
mandarinas más utilizadas de manera comercial en los principales países productores, y 
este conjunto de genotipos ofrece un amplio recurso de genes o combinaciones de genes 
relacionados con resistencia a enfermedades, adaptación a condiciones ambientales 
adversas, producción, calidad del fruto, etc., (Krueger y Navarro 2007). 
Los procedimientos convencionales para verificar la identidad genética de las especies 
de cultivo, han sido soporte primordial del sistema de certificación de semillas 
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implementados a nivel mundial; no obstante, la identificación fehaciente se complica 
conforme es mayor la cercanía genética de los genotipos, situación cada vez más 
frecuente en los programas geotécnicos dado que se liberan materiales que difieren en 
pocos genes o hasta en uno solo. (Krueger y Navarro, 2007). 
 
En Colombia, la investigación desarrollada hasta el momento en diversidad genética de 
cítricos es escasa y no asegura que el material distribuido por los viveros para cubrir las 
áreas de siembra proyectadas tenga identidad genética, siendo este el primer requisito 
para el establecimiento de un programa nacional de certificación 
 
El uso de marcadores moleculares permitirá conocer las diferencias genéticas existentes 
entre las introducciones de mandarinas del banco nacional de germoplasma de cítricos y 
compararlas con los materiales cultivados en las colecciones de trabajo de Santander y 
Villavicencio, para así identificar y discriminar los individuos. Por otro lado el 
entendimiento de la taxonomía, las relaciones filogenéticas y la diversidad genética del 
genero Citrus, permitirá ampliar la oferta de materiales para aumentar las zonas de 
cultivo. Se proporcionará herramientas para identificar a nivel molecular accesiones 
duplicadas dentro del banco de germoplasma, lo cual permite racionalizar los trabajos de 
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4.1.  OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar la diversidad genética de genotipos de mandarina Citrus spp mediante el 
uso de marcadores moleculares RAMs (Microsatélites Amplificados al Azar) y 
Microsatelites. 
 
4.2.  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
1. Determinar la variabilidad genética en mandarinas a través de la 
estimación de parámetros de diversidad mediante el uso de marcadores 
moleculares dominantes y codominantes  
 
2. Determinar la estructura genética de la colección de mandarinas Citrus 
spp del banco de germoplasma de cítricos y colecciones de trabajo de los 
centros de investigación de Corpoica. 
 
3. Identificar duplicados y determinar las relaciones genéticas entre las 
diferentes variedades de mandarinas identificadas en el banco de 






5. MARCO TEORICO 
5.1. IMPORTANCIA ECONÓMICA Y DISTRIBUCIÓN 
GEOGRÁFICA DE LOS CÍTRICOS EN COLOMBIA 
 
Los cítricos ocupan el primer lugar en volumen de producción en fruticultura de acuerdo 
con las estadísticas sobre agricultura mundial (FAO, 2010). Los principales países 
productores son España, Estados Unidos, China y Brasil. El principal país exportador de 
naranja para consumo en fresco es España, con una producción de 3.000,000 de 
toneladas y una superficie de 285.000 hectáreas (Ramirez et al., 2012).  
 
En Colombia los cítricos ocupan el segundo reglón de importancia económica en la 
producción de frutas cerca de 900,000 toneladas producidas en el 2012, con un área de 
62.421 hectáreas. El 61,27% de la producción corresponde a naranjas; 18,5% a 
mandarinas y 10,5% a lima ácidas. Teniendo en cuenta el acuerdo de competitividad de la 
cadena de los cítricos y el plan frutícola nacional se proyecta ampliar las zonas de 
siembra de cítricos en 6000 ha/año. 
Los principales departamentos productores de mandarina, de acuerdo con su 
participación en el volumen de producción en el año 2009 son: Santander (66,6%), Norte 
de Santander (9,3%), Cundinamarca (8,2%) y Antioquia (5,4%), los cuales aportan el 
89,5% de la producción total del país (Ramirez, et al. 2012). Se calcula que existen entre 
14 a 18 mil hectáreas de mandarina en Colombia; dentro de las variedades cultivadas 
sobresalen la mandarina ‘Oneco’ en el occidente del país y la mandarina ‘Arrayana’ en las 
regiones productoras del oriente colombiano, en especial de Cundinamarca, Boyacá y 
Meta. A nivel mundial la mandarina presenta la tasa de crecimiento más alta (5,5% 
promedio año), Bajo esta condición, los productores de cítricos, tienen la necesidad de 
disponer de nuevas variedades de mandarina, para el aumento en la demanda de fruta 
tanto en el mercado interno como el externo. 
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5.2. DESCRIPCIÓN BOTÁNICA Y ORIGEN GENÉTICO DE 
LOS CÍTRICOS. 
Los cítricos son árboles de tamaño variable, con espinas y ramificaciones finas. Las hojas 
son unifoliadas y de nerviación reticulata de diferentes tañamos despendiendo la especie, 
las flores se presentan individuales o multiflorales con y sin hojas y son generalmente 
hermafroditas. Tienen cinco sépalos verdes y cinco pétalos blancos, de veinte a cuarenta 
estambres con polen no siempre viable y de ocho a diez carpelos pegados. En las 
varidades de frutos con semilla, cada uno de ellos alberga entre cuatro a ocho ovulos. El 
fruto es una baya modificada denominada hesperidio y se origina como consecuencia del 
crecimiento del ovario. La forma del fruto es variable desde esférica (naranjas) a esférico-
aplanada (mandarinas, pomelos) u oval (limones). Está formado por un número variable 
de carpelos dispuestos alrededor del eje floral, formando lo que posteriormente serán los 
gajos y en cuyo interior se encuentran las vesículas de zumo y las semillas. El pericarpo 
está formado por el exocarpo, el mesocarpo y el endocarpo (Agusti, 2003). En los cítricos 
existen dos tipos de semillas: monoembriónicas y poliembriónicas. Las semillas 
monoembriónicas son aquellas que contienen un único embrión de origen sexual, y las 
poliembriónicas son las que contienen un embrión de origen sexual y uno o varios 
embriones nucelares (células de la nucela que pueden desarrollarse en embriones 
apomícticas que son genéticamente idénticas a la planta madre), (Davis y Albrigo, 1994). 
La gran mayoría de las especies del genero Citrus son diploides con un número básico de 
cromosomas X = 9 (2X = 2n = 18), y con un tamaño del genoma estimado en 367 Mb (Xu 
et al., 2013). 
Los cítricos pertenecen al orden Geraniales, familia Rutaceae y la subfamilia 
Aurantioideae. Algunos autores sugieren que la subfamilia Aurantioideae está 
considerada como un grupo monofilético ya que descienden de un mismo ancestro (Scott 
et al., 2000; Groppo et al., 2008; Morton, 2009, Bayer et al., 2009). Según Swingle y 
Reece (1967) dentro de esta subfamilia existen dos tribus Clauseneae que incluye 
Micromelinae, Clauseninae, y Merrillinae y la tribu Citreae que incluye Triphasiinae, 
Citrinae, y Balsamocitrinae. La tribu Clauseneae es más primitiva que la Citreae. 
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Figura  1. Morfología de especie de limón mandarino Citrus x taitensis. A). rama con  
hojas, espinas e inflorescencias uniflorales y multiflorales. B). Rama con flores uniflorales 
y multiflorales sin hojas. C: Detalle de axila foliar con espina y pedicelo floral. D). 
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Inflorescencia. E). Fruto. F). Corte transversal de fruto. G). Semilla en vista lateral y apical. 
Tomado de Stampella et al., (2013). 
Dentro de esta última tribu, la subtribu Citrinae está compuesta de tres grupos, siendo el 
más importante el de los cítricos verdaderos, donde se encuentran los seis géneros más 
cercanos a los cítricos, incluidos Fortunella, Eremocitrus, Poncirus, Clymenia, Microcitrus 
y Citrus. El género Citrus pertenece a los "cítricos verdaderos”, y las características de las 
especies incluyen reproducción asexual, alta frecuencia de mutación, y compatibilidad 
cruzada entre las diferentes especies. Debido a estas características, hay una gran 
diversidad morfológica y ecológica entre especies de cítricos (Swingle y Reece, 1967). 
 
5.2.1. Familia Rutáceae 
 
Las Rutáceae comprenden cerca de 1600 especies, en gran parte leñosas, caracterizadas 
por la presencia de glándulas odoríferas que contienen esencias fuertemente aromáticas, 
presenta hojas alternas y opuestas, sin estípulas. Las flores, hermafroditas, actinomorfas 
o, muy pocas veces zigomorfas, tienen un pedúnculo alargado en un disco, son de tipo 
pentámero o tetrámero, con cáliz dialisépalo, corola dialipétala, androceo formado por 2 
verticilos de 4-5 estambres (en Citrus están soldados lateralmente por un filamento y 
dispuestos en varios grupos), gineceo con 5 carpelos (raramente 4 ó más), concrescentes 
en un ovario súpero con 5-10 lóculos (Gmitter et al., 1990). 
La familia de las Rutaceae es muy importante desde el punto de vista económico ya que 
se encuentra el género Citrus con numerosas especies cultivadas por sus frutos 
comestibles. Entre las especies más conocidas están naranjo amargo Citrus aurantium, 
naranjo dulce Citrus sinensis,  pomelo Citrus maxima, toronja Citrus paradisi,  limonero o 
limones Citrus limon, mandarinos Citrus reticulata y Citrus clementina, cidro Citrus médica 
y la bergamota Citrus bergamia, (Ollitrault et al, 2010). 
5.2.2. Género Citrus 
 
Sobre el origen de los cítricos se han construido varias hipótesis, al parecer los cítricos 
son originarios de las zonas tropicales y subtropicales del Sureste Asiático, el noreste de 
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la India, el Sur de China, y el Archipiélago Malayo, donde se distribuyeron a las otras 
regiones del mundo donde hoy se cultivan (Webber 1967, Nicolisi, 2007). Algunos autores 
consideran que el centro de diversificación de los mandarinos está en Asia desde Vietnam 
hasta Japón (Coletta Filho et al., 1998; Luro et al., 2004). Aún no se ha definido con 
exactitud el centro de origen de las principales especies cultivadas de cítricos debido a 
que muchas de ellas se han originado como consecuencia de hibridaciones naturales 
(Swingle y Reece 1967).  
 
Tanaka (1954) propuso como zona de origen la región del noroeste de India y Burma, 
afirmando que el sur de China debería ser considerado una zona de sucesiva expansión 
junto con Indochina, Malasia, noroeste de Asia y Japón. Otros autores confirmaron la 
importancia de estas regiones como centro de origen de los cítricos por la diversidad de 
especies encontradas en la provincia de Yunnan (Gmitter et al., 1990). Cooper y Chapot 
(1977), basándose en antiguos escritos afirman que todas las especies conocidas de 
cítricos se originaron en China con la excepción de limonero y pomelo. Según estos 
mismos autores, el género Poncirus proviene del centro y norte de China, mientras que el 
género Fortunella proviene del sur de China. En una reciente revisión sobre el origen de 
las especies del género Citrus, Zaragoza (2007) afirma que todas provienen del sureste 
asiático, el cidro de noreste de India y Birmania, la zamboa del sureste de China, 
Indochina y Malasia y el mandarino del sureste de China.  
 
Existen muchas dudas sobre el origen de la mayoría de las especies de cítricos y muchas 
contradicciones entre los autores. Los datos de mayor confiabilidad indican que el cultivo 
de los cítricos se inició en China donde se produjo también la domesticación de muchas 
de las especies hoy conocidas (Nicolosi, 2007). La cita más antigua pertenece al Libro de 
la Historia (siglo V a.c. en China), donde se explica que durante el reinado de Ta-Yu 
(2205-2197 a.c.) se exigía como impuesto la entrega de algunos tipos de cítricos (podrían 
ser zamboas o mandarinas) (Webber et al. 1967).  
 
Las primeras variedades de naranja dulce llegaron a Europa gracias a los comerciantes 
genoveses o venecianos de finales del siglo XV, así como las expediciones portuguesas a 
China (Zaragoza, 2007). Las primeras plantaciones de cítricos que se realizaron en la 
América recién descubierta fueron obra de españoles. Tuvieron lugar en la isla La 
Española (1493) y años después en Méjico (1518); desde allí se diseminaron al resto del 
14 CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE GENOTIPOS DE MANDARINAS Citrus 
spp. MEDIANTE MARCADORES RAM´s (Microsatélites amplificados al azar) Y 
MICROSATÉLITES 
 
continente: Brasil (mitad del siglo XVI), Florida (1515) y California (1769), (Nicolosi et al., 
2007). 
 
Varios autores coinciden en que la taxonomía de este género es confusa, debido a la 
amplia compatibilidad sexual entre cítricos y géneros afines, a la alta frecuencia de 
mutaciones y la aparición de poliembrionía en la mayoría de las especies (Nicolosi et al., 
2007 y Ollitrault et al., 2010). Los taxónomos de cítricos modernos trabajando con 
polimorfismos bioquímicos y morfológicas respectivamente, fueron los primeros en 
considerar que las especies de Cidros Citrus medica, mandarinas Citrus reticulata y 
toronjas Citrus maxima  son los antepasados de las especies de cítricos cultivadas en la 
actualidad. (Gmitter et al, 1990, Ollitrault, et al., 2010, Ollitrault et al. 2012). Algunos 
autores consideran que otros tipos de cítricos como las naranjas, pomelos, limones y 
limas se originaron partir de una o más generaciones de hibridación entre estas especies 
ancestrales (Barkley et al., 2006, Fang y Roose, 1997, Nicolosi et al., 2000 y Uzuan et al., 
2009, Xu et al., 2013).  
 
Los resultados de los estudios con isoenzimas y marcadores moleculares como RFLP, 
RAPD, SCAR, AFLP y SSR en general apoyan la teoría de tres taxones (Ollitrault, et al., 
2010)  como antepasados de los cítricos cultivados; además estos estudios resaltan la 
probable contribución de cuarto taxón Citrus wester  micrantha, como el antepasado de 
los limones Citrus .aurantifolia (Christm.) Swingle (Figura 1). 
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Figura 1. Hipótesis del origen de algunas especies de cítrico secundarias. Tomado de 
Ollitrault, et al., 2010. 
 
Existen algunas otras hipótesis sobre el origen de los cultivares de naranjas, toronjas y 
limones, se cree que se originó a partir de plántulas nucelares; en consecuencia, la 
diversidad genética en estos grupos es relativamente baja (Luro et al., 2008). Por el 
contrario, en los cultivares de mandarinas, pomelos y cidros se encuentran niveles altos 
de diversidad genética, debido a que muchas de sus variedades surgierón a través de la 
hibridación sexual. Sin embargo, como se evidencia por análisis isoenzimatico, el grupo 
de los limones se caracteriza por bajas tasas de polimorfismo intraespecífico y son 
relativamente homocigotos (Nicolosi et al., 2007, Ollitrault et al., 2010). El origen de los 
limones Citrus limon se da por la combinación de  la naranja agria Citrus aurantium con la 
naranja bergamota Citrus bergamia, (Moore et al, 2001 Barkley et al., 2006, Kumar, et al., 
2010, y Ollitrault et al., 2010). El limón rugoso Citrus jambhiri podría ser un híbrido entre 
cidro y mandarina (Kumar, et al., 2010). 
 
Todos los estudios de diversidad genética destacan la importancia de las mandarinas en 
la filogenia de las diversas variedades del género Citrus.; además, el grupo de 
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mandarinas tiene una distancia genética muy importante con respecto a las demás 
especies ancestrales. A pesar de que la filogenia del género Citrus está relativamente 
bien descrita en el ámbito de la diversidad interespecifica, las relaciones y los 
mecanismos dentro de la diversificación de especies aún son poco conocidos. 
 
Varios grupos han estudiado la diversidad de los cítricos. Barkley et al. (2006) reportaron 
un amplio estudio de las exploraciones de germoplasma de cítricos con marcadores de 
secuencia simples repetidas (SSR), lo que sugiere que ciertas adhesiones que se asignan 
al grupo de cidros son realmente híbridos o los derivados de híbridos.  
5.2.3. Diversidad de los mandarinos 
 
Webber (1943) en fue el primer autor en clasificar los citricos en cuatro grupos, king, 
satsuma, mandarina y tangerina; años más tarde Tanaka (1954), dividió los mandarinos 
en cinco grupos, basándose en diferencias de caracteres morfológicos de hojas, flores y 
frutos. Los grupos asignados fueron el grupo 1, incluye  3 especies C. nobilis Lour. 
(Mandarina tipo King), C. unshiu Marc. (Mandarinas satsumas), y C. yatsushiro Hort. ex 
Tanaka; el grupo 2 lo forman C. keraji Hort. ex Tanaka, C. oto Hort. ex Yuichiro y C. 
toragayo Hort. ex Yuichiro); el grupo 3 contiene 14 especies, incluyendo algunas de las 
más importantes económicamente: C. reticulata (‘Ponkan’), C. deliciosa Tenore 
(‘Willowleaf’ o ‘Mandarino común’), C. clementina Hort. ex Tanaka (clementinas) y C. 
tangerina Hort. ex Tanaka (‘Dancy’); en el grupo 4 incluye a C. reshni Hort. ex Tanaka 
(‘Cleopatra’), C. sunki Hort ex Tanaka (‘Sunki’) y C. tachibana; y en el grupo 5 incluye las 
especies C. depressa Hayata (‘Shekwasha’) y C. lycopersicaeformis (Lush.) Hort. ex 
Tanaka. Otros autores como Swingle y Reece (1967), clasificaron el germoplasma de 
mandarinos como Citrus reticulata, al igual que Mabberley (1997).  
 
La alta diversidad alélica y heterocigosidad fueron registradas en las especies del genero 
Citrus como mandarinas, toronjas, limas y naranjas, mientras que las del género Poncirus 
tienen niveles moderados de diversidad. Otros grupos, como la naranja dulce, limón, limas 
y pomelo tienen una heterocigosidad bastante alta, pero casi todas las variedades son 
idénticas, con un patrón consistente con la diversificación por la mutación de un solo 
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antepasado (Barkley et al., 2006). Así que, el número de especies que se reconocen en 
los cítricos y las relaciones entre genotipos son los principales problemas en la taxonomía 
de los cítricos (Pang et al., 2007). Sin embargo,  los marcadores genéticos moleculares 
constituyen una de las herramientas más poderosas para el análisis de genomas y 
permiten la asociación de los rasgos hereditarios con la variación genómica subyacente 
(Duran et al., 2009). Por lo tanto, estas metodologías son de gran alcance en una amplia 
gama de aplicaciones, incluyendo la identificación de cultivares en los cítricos (Bernet et 
al., 2004 y Mondini et al., 2009), los estudios de filogenia (Pang et al., 2003), y cigóticos 
plántulas de identificación nucelar (Oliveira et al., 2002). 
 
5.3. UTILIZACIÓN DE LOS RECURSOS DE LOS BANCOS 
DE GERMOPLASMA 
 
Para el desarrollo de programa de mejoramiento genético enfocados hacia una o varias 
características en particular es necesario tener disponible un germoplasma bien 
caracterizado  que permita una buena planificación. Además de la mejora genética, los 
bancos de germoplasma nutren las investigaciones de otras disciplinas, como la fisiología, 
biología o la fitopatología, que a su vez pueden repercutir con sus resultados en nuevas 
vías de investigación para los programas de mejoramiento (ICA, 2006). 
 
5.4. COMPONENTES DE DIVERSIDAD GENÉTICA 
 
Fenotípicamente las mandarinas son uno de los grupos más diversos en el género Citrus. 
La variabilidad genética es un componente básico de la biodiversidad y su trascendencia 
es bien conocida en el campo de las plantas cultivadas. Desde los comienzos de la 
agricultura, la variabilidad genética jugó un papel relevante en los procesos de 
mejoramiento genético. En los últimos años, los intereses siguen centrados en la 
diversidad genética y su conservación en los germoplasmas originales (Vallejo y Estrada, 
2002). Los resultados obtenidos en la utilización de varias especies vegetales en 
diferentes aplicaciones agropecuarias se han caracterizado por ser muy variables, dada la 
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alta diversidad fenotípica de los materiales utilizados. Estas diferencias podrían atribuirse 
a factores como variación genotípica de la especie, variación ambiental o a la interacción 
genotipo – ambiente (Rosales et al., 1992).  
5.5.  RECURSOS FITOGENÉTICOS EN CÍTRICOS 
 
Los recursos genéticos constituyen los bienes más valiosos que posee un país y se 
convierten en las reservas de la humanidad para construir las fuentes de su 
sobrevivencia. La conservación de los mismos, se debe considerar como prioritaria y 
necesaria para contribuir a la producción alimentaria y agrícola por parte de los países 
que los poseen. A comienzo del siglo 21, en el año 2001, se firmó el Tratado Internacional 
sobre Recursos Fitogenéticos para la Alimentación y la Agricultura, en el cual se resalta la 
importancia de conservación y uso de los recursos Fitogeneticos, así como actividades de 
incremento, caracterización, evaluación y registro para la producción de alimentos con un 
enfoque de diversificación, razón por la cual los bancos de germoplasma se constituyen 
en el actor principal para la conservación de estos recursos (FAO 2001), 
 
Los principales Bancos de Germoplasma mundiales del género Citrus se encuentran 
situados en Japón, China, Estados Unidos, Francia y España. En Japón existen seis 
colecciones donde se mantienen más de 1200 genotipos, destacando el gran número de 
genotipos de mandarino que se conservan, principalmente del grupo satsumas (Krueger y 
Navarro, 2007). En el banco de germoplasma de China hay aproximadamente 1000 
accesiones mantenidas ex situ (Liu y Deng, 2007). La colección de variedades de cítricos 
de Estados Unidos, se encuentra en la Universidad de Riverside en California y contiene 
más de 1000 genotipos del género Citrus y afines (Barkley et al., 2006). La colección 
Francesa de cítricos y géneros afines se conserva en el Instituto Nacional de 
Investigación Agrícola (INRA), San Giuliano en Córcega, cuyo germoplasma es uno de los 
más ricos en variedades del grupo mandarino, consta de alrededor de 1100 accesiones 
de cítricos y géneros afines, (Poncirus, Fortunella, Microcitrus, Eremocitrus), además de 
híbridos intra- e interespecíficos. La colección existente en el Instituto Valenciano de 
Investigaciones Agrarias (IVIA), Moncada (Valencia, España), incluye alrededor 600 
genotipos, entre los cuales están la mayoría de los cultivares modernos de mandarina, 
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especies del género Citrus y también especies de géneros afines de la subfamilia 
Aurantioideae. 
 
En Colombia, el banco de germoplasma de cítricos es conservado por la Corporación 
Colombiana de Investigación Agropecuaria (Corpoica), en el centro de investigación 
Palmira, tiene 281 introducciones, de éstas 238 corresponden al género Citrus, 1 al 
género Clausena, 2 al Fortunella, 5 al género Poncirus y 1 al Triphasia y 34 son híbridos. 
El número de genotipos del banco de germoplasma está compuesto por 55 cultivares de 
Naranjas, 40 de mandarinas y similares, 13 de limas ácidas, 6 de limones, 20 de pomelos, 
30 de uso como portainjertos y 36 de otros como cidros y papedas, se tiene también 81 
introducciones que corresponden a una colecta nacional que se denominó como “criollos” 
o “variedades del agricultor” (Caicedo y Muñoz, 2006). Del banco de germoplasma de 
cítricos se han caracterizado molecularmente 51 introducciones de naranjas (Morillo et al., 
2009), 30 introducciones de patrones (datos no publicados), 34 introducciones de 
mandarinas (datos no publicados).También se han hecho trabajos de caracterización 
morfológica de forma continua con los descriptores del IPGRI, sin embargo no se ha 
hecho un estudio para detectar posibles duplicados. 
5.5.1. Manejo de los recursos fitogenéticos.  
 
Para la conservación de los recursos fitogenéticos de cítricos (Krueger y Navarro, 2007), 
se deben de seguir los siguientes pasos: localización de nuevos genotipos para aumentar 
la diversidad del banco de germoplasma, introducción, mantenimiento, caracterización y 
evaluación, documentación y establecimiento de bases de datos.  
 
La caracterización realizada con los descriptores IPGRI tiene altos costos debido a la 
necesidad de personal especializado y de realizar la evaluación durante varios años para 
eliminar la influencia de las condiciones climáticas de años concretos. Además, la 
información proporcionada puede ser variable debido a los posibles cambios 
morfológicos, de crecimiento vegetativo entre otros (Germanà y Sardo, 1988) que se 
pueden producir por la ubicación geográfica y el clima. Sin embargo, tienen una gran 
utilidad para el manejo de bancos de germoplasma concretos, ya que permiten comparar 
las características de los distintos genotipos en un mismo ambiente y para detectar 
duplicaciones de genotipos.  
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Las herramientas biotecnológicas como el uso de marcadores moleculares es ya una 
actividad permanente para la caracterización y el manejo de los bancos de germoplasma 
(Gulsen y Roose, 2001, Varshney et al., 2005; Barkley et al., 2006, Garcia-Lor, 2013). 
Mediante la caracterización molecular se pretende dar claridad de las relaciones 
taxonómicas entre las accesiones de la colección, estudiar la estructura de la diversidad y 
establecer las relaciones genéticas entre introducciones.  
5.5.2. Variabilidad genética 
 
Se requiere que haya diversidad genética en las poblaciones para enfrentar los diferentes 
cambios a los que están expuestas. La diversidad  se manifiesta por diferencias, ya sean 
a nivel fenotípico o genotípico, y en esta última en variaciones a nivel de nucleótidos.  Así, 
estos cambios que a su vez producen diferencias en las secuencias de aminoácidos  y 
por ende variaciones proteicas, pueden resultar en cambios bioquímicos, morfológicos o 
de comportamiento que causan diferencias en la tasa reproductiva, sobrevivencia o 
comportamiento individual (Frankham et al., 2004).  
 
Dentro de especies, las diferencias interpoblacionales son bastantes variables. Estas 
dependen de la especie, la biología reproductiva, la diversidad ambiental y los rasgos 
específicos de los genes. La diversidad genética es típicamente descrita usando 
polimorfismos, promedios de heterocigocidad y diversidad alélica (Frankham et al., 2004). 
Con el análisis y anotación del genoma de Citrus sinensis cv, Valencia, se ha 
profundizado en la historia evolutiva de las naranjas dulces, y se ha llegado a la hipótesis 
de que la naranja dulce posiblemente se originó a partir de una hibridación interespecífica 
con toronjas como progenitor femenino y de mandarina como el progenitor masculino 
seguido de un retrocruzamiento con un mandarina masculino (naranja dulce = (pomelo X 
mandarina) X mandarina). Estos resultados confirman el el alto grado de heterocigosidad 
de las especies cítricas, y la capacidad para la crear vigor hibrido, que se h mantenido 
debido a los métodos de reproducción asexual (Xu, et al., 2013). Estos resultados son de 
gran impacto en la industria citrícola, ya que permiten comprender rasgos que son 
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económica y agronómicamente  importantes, como el sabor, color, contenido de vitamina 
C, que pueden ser involucrados en programas de fitomejoramiento.  
5.5.3. Medida de la variación genética 
 
Uno de los  mayores retos de la genética de poblaciones, es describir la cantidad de 
variación genética en poblaciones y estudiar los mecanismos del mantenimiento de dicha 
variación (Nei 1987). La variación genética puede ser medida en varios niveles y para tal 
propósito se recurre a técnicas como las aloenzimas o los microsatélites, que permiten 
medir la diversidad genética a partir de loci polimórficos por población, el número efectivo 
de alelos por locus o el número de loci heterocigotos por individuo (Frankham et al., 2004; 
Fendri, 2008). Esta información, usualmente es reportada en forma de frecuencias 
alélicas y a partir de estas se puede determinar la diversidad en cada locus estudiado, 
expresándola en términos de heterocigocidad.  
 
Usualmente un locus es llamado polimórfico cuando la frecuencia del alelo más común es 
igual o menor a 0,99, siempre y cuando el tamaño poblacional y el número de loci a 
analizar sea una muestra representativa o grande (Nei, 1987). La medida más apropiada 
de la variación genética es el promedio de heterocigosis o diversidad genética. Esta 
medida puede ser definida en términos de frecuencias génicas, así la heterocigosidad 
para cada locus está definida como:  
 
 
H =1 – m Σ 2xi  
          i = 1 
Donde m, es el número de alelos, x, es la frecuencia del alelo i. El promedio de 
heterocigocidad (H), es el promedio de la cuantía sobre todos los alelos (Nei 1987).  
 
5.6. ESTRUCTURA POBLACIONAL 
 
La estructura poblacional, resulta de bastante  importancia para la conservación de los 
recursos genéticos, ya que determina  la forma en la cual la variación genética es dividida 
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entre y dentro de poblaciones (Fendri, 2008). En plantas, las características que podrían 
influenciar la distribución de la variación genética incluirían:  
 
El tamaño efectivo poblacional, la distribución geográfica de la especie, el modo primario 
de reproducción, el sistema de cruzamiento, los mecanismos de dispersión de semillas,  
son factores, que junto con el nivel de flujo génico en algunas especies con poblaciones 
divididas, rápidamente conducen a homocigosis y a la perdida de “fitness” o capacidad de 
adaptación genética, definido como el número de descendientes fértiles que sobreviven a 
la edad reproductiva y se reproducen (Fendri, 2008, Frankham et al., 2004). De especies 
con pequeñas poblaciones, reproducción vegetativa y limitada dispersión de polen y 
semillas, se esperaría que tuviesen una variación relativa baja dentro de las poblaciones y 
una variación relativa alta entre poblaciones (Fendri, 2008). 
5.6.1. Distancias genéticas 
 
La distancia genética es la extensión de las diferencias génicas entre poblaciones o 
especies, medida por alguna cuantía numérica. Así, el número de sustituciones 
nucleótidas o el número de sustituciones génicas por locus es una medida de distancia 
génica. No obstante, históricamente se refiere a las diferencias génicas como medida, en 
función de las frecuencias génicas.  
5.7. MARCADORES MOLECULARES 
 
Los primeros marcadores utilizados por el hombre estuvieron basados en una característica 
fenotípica hereditaria, controlada por genes, a finales del siglo XIX y comienzos del XX estos 
marcadores eran vistos como entidades abstractas responsables de la transmisión de 
características hereditarias del padre al descendiente. No obstante, dichos rasgos 
fenotípicos a pesar de ser muy útiles, sesgaban los resultados de investigaciones 
realizadas en esa época ya que estos son influidos por el ambiente, el estado de 
desarrollo, entre otros (Brown, 2002). 
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Con el descubrimiento de la estructura del ADN y el desarrollo de la biología molecular ha 
dado como resultado un mayor entendimiento de las relaciones entre especies, acertada 
clasificación taxonómica y mayor habilidad para identificar especies y cultivares. A partir 
de estudios basados en la disposición nucleotídica, nace un nuevo tipo de marcadores, 
fácilmente detectables, no influenciados por el ambiente y que se encuentran a lo largo de 
un genoma. Surgen así, los marcadores moleculares, definidos simplemente como sitios 
de algún tipo de variación neutral del ADN (Griffiths, 1999). En la actualidad, existen 
muchos tipos de marcadores, que son producidos por una amplia variedad de técnicas y 
usados en proyectos de diversidad, mapeo genómico y selección asistida por marcadores.  
 
Los marcadores moleculares permiten estimar la diversidad genética de las especies de 
forma rápida y segura, evaluando diferentes regiones del genoma. Existen distintos tipos 
de técnicas que ofrecen diferentes tipos de información según las características de la 
molécula o fragmento de molécula analizado donde lo más común es detectar diferencias 
de tamaño. A partir de las frecuencias con que aparecen cada una de las variantes 
(alelos) se estiman diferentes parámetros que dan la medida de la diversidad y permiten 
comparar entre las especies y/o estudios (Ferreira y Grattapaglia 1998). 
 
Los marcadores moleculares IRAP (Inter-Retrotransposon Amplified Polymorphism), 
fueron utilizados en cítricos por Bretó et al., (2001), quienes detectaron que los 
polimorfismos basados en elementos transponibles son más abundantes que los basados 
en marcadores de secuencia aleatoria o en microsatélites. Estos marcadores son útiles 
para la diferenciación varietal dentro de grupos como naranja o clementina. 
Posteriormente, Biswas et al. (2010) los emplearon en el análisis genético de 48 
variedades del género Citrus y géneros afines. Los marcadores CAPS (Cleaved Amplified 
Polymorphic Sequences) fueron aplicados para estudios de los genomas citoplásmicos 
(Ollitrault et al., 2008) y nucleares (Omura et al., 2000) en cítricos. 
 
Scarano et al., (2003)  utilizó marcadores AFLP (Amplification Fragment Lenght 
Polymorphism), en combinación con marcadores SSR para la identificación de plántulas 
cigóticas de limón. Pang et al. (2007) los emplearon para un estudio de filogenia en el 
género Citrus y afines. Golein et al., (2012)  los utilizaron para estudio de diversidad de 
especies comerciales de cítricos en Iran. En Colombia, se han utilizado para estudio de 
caracterización molecular en mandarina arrayana, (Orduz, et al., 2012). 
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En cítricos, se han realizado diversos trabajos de detección de SNPs (Single Nucleotide 
Polymorphisms). por secuenciación en naranjas, mandarinas y pomelos Novelli et al. 
(2004), en clementina (Terol et al., 2008) y satsumas (Dong et al., 2010) en mandarinas 
(Garcia – Lor et al., 2012). Otros marcadores comos los Indel (Inserción o Deleción)  se 
han utilizado en estudios filogenéticos de mandarinas (Garcia-Lor et al., 2012, Ollitrault et 
al., 2012) o los (ADNcp) marcadores de polimorfismos en secuencia de ADN cloroplástico 
(Abkenar et al., 2004; Nicolosi et al., 2000; Jung et al., 2005) y de  ADN mitocondrial 
(ADNmt) (Froelicher et al., 2011) para estudios de filogenia maternal. Con este mismo 
propósito se han utilizado los marcadores mencionados SSCP (Single Strand 
Conformation Polymorphism), (Olivares-Fuster et al., 2007). 
 
Los Microsatélites Amplificados al Azar (RAMs) se utilizan en caracterización de 
diversidad genética en microorganismos, animales y plantas. El uso de  marcadores 
RAMs, analiza los elementos asociados con la técnica (calidad, cantidad de ADN, 
condiciones de amplificación, electroforesis, análisis estadístico) y en plantas se han 
utilizado en estudios de diversidad en especies como Mora Rubus spp, Uchuva Physallis 
peruviana, guayaba Psidium guajava y heliconias Heliconia spp. (Muñoz et al., 2008), 
Naranjas Citrus sinensis (Morillo et al, 2009)  Guadua Guadua angustifolia (Rugeles, 
2011), y algunas especies del genero Erythrina (Gómez, 2012) y Passifloras (Londoño, 
2012). Los marcadores moleculares RAMs permiten realizar estudios de poblaciones 
(Hantula, et al., 1996) y medir el grado de diversidad genética entre ellas; se han utilizado 
en estudios con plantas, animales y microorganismo como ooymicetos, El polimorfismo 
detectable por los marcadores moleculares RAMs es teóricamente ilimitado, lo que 
permiten mostrar la base de variación entre individuos y seleccionar regiones del ADN 
que se pueden o no expresar. 
 
Trabajos sobre caracterización de diversidad genética vegetal sugieren que la técnica 
RAM es útil para identificar duplicados en bancos de germoplasma, para establecer 
grupos o asociaciones entre individuos de una población de acuerdo con la especie, 
localización geográfica, relaciones filogenéticas, entre otras (Muñoz et al., 2008). 
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En 1994 Zietkiewicz y colaboradors propusieron un método para medir la diversidad 
genética en plantas y animales usando cebadores basados en microsatélites. Esta técnica 
combina los beneficios de los microsatélites y los RAPD (Random Amplified Polymorphic 
DNA). Hantula et al., (1996) citado por Muñoz et al 2008 seleccionaron cuatro cebadores 
(GT, ACA, CCA, CGA) con una longitud de 18 bases que incluyen un extremo 5' 
"degenerado" de tres nucleótidos, el cual sirve de anclaje para asegurar la unión del 
cebador al inicio del microsatélite. Ellos denominaron a esta técnica RAM (Microsatelites 
Amplificados al Azar). 
 
Por otro lado las limitaciones de los RAMs son: que las bandas son leídas como 
marcadores dominantes, es decir cuando se tiene la presencia de la banda no se sabe si 
el individuo es homocigoto dominante o heterocigoto, y considera que cada banda 
representa un locus con dos alelos y que el alelo dominante está en equilibrio de Hardy- 
Weinberg con un alelo recesivo. Estos mismos inconvenientes suceden con los 
marcadores RAPD y AFLP. 
 
Los microsatélites o secuencias simples repetidas (SSR) son motivos entre 2 a 6 pb 
repetidos en Tándem que se encuentran en todos los genomas de procariotas y 
eucariotas analizados. Los SSR están presentes en regiones codificantes y no 
codificantes y se caracterizan por un alto grado de polimorfismo. A pesar de que el 
mecanismo de evolución de los microsatélites es aún desconocido, han sido ampliamente 
utilizados en muchos campos desde su descripción, como en mapeo de genomas, 
análisis de ADN antiguo y técnicas forenses, estudios de genética de poblaciones y 
manejo y conservación de recursos biológicos. En los últimos años, los marcadores 
moleculares microsatélites se han convertido en los marcadores más populares dado su 
alto polimorfismo y su relativamente fácil estandarización, que representan las dos 
principales características, además, su capacidad para diferenciar individuos homocigotos 
y heterocigotos, hacen de los microsatélites un tipo de marcadores de gran interés para 
estudios de diversidad genética (Zane et al. 2002). 
 
La base genética del polimorfismo detectado en microsatélites se basa en la variabilidad 
del número de repeticiones en tandem y consecuentemente, en el tamaño del 
microsatélite amplificado en individuos de una especie. Estas diferencias son originadas 
durante la replicación del ADN debido a fallas en la acción de la ADN polimerasa durante 
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el copiado de una región repetida donde incorpora o elimina repeticiones. Otro 
mecanismo responsable de la variación es el entrecruzamiento desigual entre 
cromosomas homólogos. En este caso se generan alelos con diferencias mayores en el 
número de repeticiones (Golstein et al., 1997). 
 
Los microsatélites han tomado ventaja sobre otros marcadores genéticos como los 
AFLPs, RAPDs, RFLPs, debido a que: 1) tienen el más alto grado de polimorfismo; 2) 
segregan de manera mendeliana y son codominantes; 3) la presencia de un solo locus 
genético por microsatélite hace que la lectura de las bandas sea clara y fácil de interpretar 
y 4) son selectivamente neutros. Además, para trabajar con microsatélites es necesario 
conocer la secuencia de la región a analizar para contar con primers específicos que 
amplifiquen la región repetitiva (el microsatélite) responsable de la variación observada, 
que además es homóloga para diferentes especies o incluso géneros (Golstein et al., 
1997). 
 
Los marcadores microsatélites han sido ampliamente utilizados en cítricos y géneros 
similares se han desarrollado a partir de genotecas genómicas (Kijas et al., 1995; Ahmad 
et al., 2003; Novelli et al., 2006; Froelicher et al., 2008), ESTs (Bausher et al., 2003; Luro 
et al., 2008, Chai, et al., 2013) y secuencias de BAC (Ollitrault et al., 2010). Estos 
marcadores han demostrado ser muy útiles en estudios de diversidad genética de cítricos 
en combinación con observaciones fenotípicas (Kijas et al., 1995; Luro et al., 2001, 2008; 
de Oliveira et al., 2002; Corazza-Nunes et al., 2002; Pang et al., 2003; Golein et al., 2005; 
Barkley et al., 2006) y han podido aportar hacia el conocimiento de las estructuras 





6. METODOLOGÌA  
 
 
6.1. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
La caracterización molecular de las diferentes introducciones de mandarinas Citrus spp 
se realizó en el Laboratorio de Biología Molecular de la Universidad Nacional de 
Colombia sede Palmira localizado en la Valle del Cauca, a una altura de 1000 m.s.n.m. y 
temperatura promedio de 24°C. 
 
6.1.1. Material Vegetal 
 
Se evaluaron 111 genotipos de Citrus spp pertenecientes a  las colecciones de trabajo de 
Corpoica Centro de Investigación La Libertad en Villavicencio (14 genotipos), Centro de 
Investigación La Suiza en Santander (8 genotipos) y el Banco de Germoplasma de 
Cítricos del Centro de Investigación Palmira (89 genotipos).  Los 111 genotipos se 
dividieron en 99 individuos de mandarinas, 5 tangelos, 4 Naranjas, 1 toranja y 2 limas 
ácidas (Tabla 1). 
 
TABLA 1. Introducciones de Citrus spp utilizados para la caracterización molecular con 
marcadores RAMs y Microsatelites. 
No. Identificación Tipo de Cítricos Procedencia 
1 Nativa Jamundí Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
2 Mandarina Ica Bolo Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
3 Mandarina Ica Amaime Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
4 Arrayana Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
5 Oneco Nancy Castaño Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
6 Mandarina Nativa Armenia Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
7 Mandarina Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
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8 Criollo Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
9 Mandarina Criolla Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
10 Mandarina Criolla Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
11 Oneco Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
12 Oneco Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
13 Oneco Nucelar Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
14 Oneco Nucelar Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
15 Oneco Nucelar Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
16 ICA BOLO Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
17 ICA BOLO Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
18 ICA BOLO Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
19 ICA BOLO Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
20 Arrayana Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
21 Arrayana Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
22 Arrayana Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
23 Arrayana Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
24 Arrayana Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
25 Mandarina Santandereana Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
26 
Mandarina Lisa 
Santandereana Vereda Palo 
Negro, 
Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Suiza 
27 Arrayana (1) La Suiza Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Suiza 
28 Arrayana (2) La Suiza Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Suiza 
29 Arrayana (3) La Suiza Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Suiza 
30 
L2 Lisa Santandereana La 
Suiza Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Suiza 
31 
L3 Lisa Santandereana La 
Suiza Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Suiza 
32 
L4 Lisa Santandereana La 
Suiza Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Suiza 




Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
35 Mandarina Dancy La Libertad Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
36 Mandarina Fina La Libertad Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
37 
Mandarina Arrayana La 
Libertad Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
38 
Mandarina Arrayana La 
Libertad Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
39 
Mandarina Clementina La 
Libertad Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
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40 Lisa Santandereana Árbol 3 Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
41 Lisa Santandereana Árbol 1 Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
42 Lisa Santandereana Árbol 2 Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
43 
Arrayana Santandereana 
Árbol 1 Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
44 
Arrayana Santandereana 
Árbol 2 Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
45 
Arrayana Santandereana 
Árbol 3 Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
46 
Mandarina Lisa Santander 
Árbol 1 Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
47 Mandarina Lisa Árbol 2 Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
48 Lisa Santandereana Árbol 3 Mandarina Colección de Trabajo Corpoica La Libertad 
49 Beauty Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
50 Mandarina Dancy Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
51 Pixie Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
52 Dancy Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
53 Mandarina Rivero Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
54 Mandarina China Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
55 Mandarina Israelita Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
56 Ponkan Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
57 Clementina 85 Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
58 Clementina 92 Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
59 Corsica 1 Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
60 Clemenulles Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
61 Clementina Fina Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
62 Clementina 88 Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
63 Clementina Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
64 Marisol Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
65 Oroval Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
66 Corsica 2 Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
67 Clemenulles Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
68 Corsica 2 Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
69 Clementina de nulles Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
70 Clemenulles Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
71 Clemenulles Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
72 Clemenulles Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
73 Clemenulles Mandarina Casa de Malla Microinjertadas 
74 Robinson Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
75 Fortune Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
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76 Warnucor Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
77 Fair Child Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
78 Lee Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
79 Osceola Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
80 Freemont Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
81 Kinow Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
82 Kara Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
83 Page Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
84 Fair Child Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
85 Fortune Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
86 Temple Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
87 Murcot Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
88 Mercy Tangor Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
89 Ortanique Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
90 Tangor Dweet Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
91 Owary Satsuma Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
92 Dobashi B. Satsuma Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
93 Satsuma Okitsu Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
94 Mandarina Cleopatra Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
95 Citrus sunky Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
96 C. lycopersicae Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
97 Amblicarpa Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
98 Clausena Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
99 Seminole Mandarina Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
100 Tangelo Orlando 1 Tangelo Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
101 Tangelo Orlando Tangelo Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
102 Minneola Tangelo Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
103 Tangelo Minneola Tangelo Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
104 Tangelo Minneola Tangelo Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
105 Salustiana Naranja Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
106 Sweet orange Naranja Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
107 Sweet orange Cicolsa Naranja Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
108 Naranja Galicia Naranja Banco de Germoplasma Corpoica Palmira 
109 Star Ruby Pomelo Casa de Malla Microinjertadas 
110 Pajarito Lima ácida Casa de Malla Microinjertadas 




6.2. EXTRACCIÓN DE ADN 
 
Para la extracción de ADN, se tomaron hojas jóvenes de brotes tiernos de diferentes 
ramas del árbol seleccionado. Después de etiquetarlos, y envolverlos en papel 
humedecido (para evitar la deshidratación), se introdujeron en bolsas de plástico que 
fueron cerradas. Las muestras fueron transportadas al laboratorio donde se realizó la 
extracción de ADN. Los materiales de Santander y Villavicencio se transportaron en hielo 
seco.  
 
Las muestras fueron maceradas utilizando morteros de porcelana y nitrógeno líquido 
para evitar la degradación del ADN y la producción de otros metabolitos que pudieran 
interferir 
 
con las pruebas moleculares. Una vez macerado el tejido vegetal, se almacenó en tubos 
plásticos cónicos de 1.5 ml tipo eppendorf. a -50 °C hasta el momento de su utilización. 
Para la extracción de ADN, se utilizaron los protocolos de Dellaporta et al, 1983 y Doyle y 
Doyle 1990, con algunas modificaciones (Anexos 1 y 2). 
 
Para la evaluación de la calidad y cantidad el ADN obtenido se realizaron geles de 
agarosa al 0,8% corridos en tampón TBE 0,5X (Tris-borato 0045M; EDTA 0,001M) a 80 
voltios, 400 mA por 45 minutos y teñidos con bromuro de etidio a una concentración final 
de 0,5 ug/ml. Las concentraciones de ADN total se determinaron por comparación con 
concentraciones conocidas de ADN del bacteriófago lambda. Una vez cuantificadas las 
concentraciones de ADN, se realizaron diluciones de todas las muestras para obtener 
una concentración final de 10 ng/μl, las cuales fueron utilizadas como ADN de trabajo 
para las reacciones de PCR. Con el ADN extraído se estableció un banco de ADN de 111 
materiales de mandarinas y otras especies de cítricos. 
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6.3. CARACTERIZACIÓN MOLECULAR 
6.3.1. Marcadores moleculares RAMs 
 
Se evaluaron ocho cebadores RAMs descritos en la tabla 2, y probados en diferentes 
especies como mora, uchuva, guayaba y heliconias. (Muñoz et al., 2008), naranjas 
(Morillo et a.l, 2009),  guadua (Rúgeles, 2011), y algunas especies del genero Erythrina 
(Gómez, 2012), y  del genero  Passifloras (Londoño, 2012) 
 
TABLA 2. Cebadores utilizados en la técnica Microsatélites RAMs 










Las siguientes designaciones se utilizan para los sitios degenerados: H (A ó T ó C), B (G 
ó T ó C), V (G ó A ó C) y D (G ó A ó T). 
Para la amplificación de los cebadores RAM´s, en un tubo estéril de microcentrifuga de 
1,5 ml se preparó el cóctel de amplificación para un volumen final de 25 ul por muestra, 
tal como se describe en la tabla 3. 
 
TABLA 3.Condiciones de amplificación para marcadores RAMs  
REACTIVO [ ] INICIAL [ ] FINAL VOLUMEN 
Buffer TAQ 10X 1X 2,5 µl 
dNTPs 1.25mM 0,2mM 4µl 
Cebadores RAMs 50μm 2μM 1 µl 
MgCl2 50mM 2.5mM 2,5 µl 
ADN - 1/20 ng/μl 2 µl 
Taq polimerasa 5 U/μl 0,625 U 0,15 µl 
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H2O mQ - - 12,85 µl 
Volumen final - - 25 µl 
 
En cada grupo de muestras para amplificación se incluyó un control negativo que 
contenía la mezcla de reactivos y se reemplazó el ADN por agua bidestilada estéril para 
detectar posible contaminación (Hantula et al., 1997) 
El proceso de amplificación se llevó a cabo en un termociclador PTC 100 Programmable 
Termal. Las condiciones de hibridación se establecieron de acuerdo al cebador 
seleccionado y a las recomendaciones del fabricante, en la tabla 4 se presentan el perfil 
térmico de la PCR para los marcadores RAMs. 
 
TABLA 4. Perfil térmico de amplificación para marcadores RAMs 
Ciclo 












1 95 5 min Desnaturalización 
Inicial 
2 95 30 seg. Desnaturalización 
3 50 55 58 45 seg. Hibridación 
4 72 2 min Extensión 
5 37 ciclos desde el paso dos   
6 72 7 min Extensión final 
7 16 5 min Fin 
 
Los productos de la PCR se separaron por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 
7%, a 160 voltios durante 1 hora, posteriormente se realizó la tinción con bromuro de 
etidio  a una concentración de 0,5 μg/ml y se visualizó mediante el fotodocumentador de 
geles. (Figura 2). Para una mayor resolución de las bandas se realizó una tinción con 
sales de plata. 
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6.3.2. Análisis de la información para marcadores moleculares 
RAMs 
 
La información de los patrones de bandas obtenidos se registró en una matriz binaria de 
presencia (1) o ausencia (0). Para la selección de bandas polimórficas se consideró 
como loci polimórfico aquel en el cual la frecuencia del alelo más común fue menor al 
95%. A partir de esta matriz y usando los programas SIMQUAL del paquete NTSYS- pc 
(Numerical Taxonomy System for Personal Computer) versión 2.02 PC y el programa 
TFPGA (Tools for Population Genetic Analisys) versión 1.3, (1997), se realizaron los 
análisis estadisticos 
 
La similitud genética se calculó mediante el coeficiente de Nei- Li Nei-Li (1979).  
 








          57   10       11     34     66    65    75      T    MP      20    21       8     78     63     T  MP       76    78   77   109    110 111    20   T 
AG GT CA 
FIGURA 2. Patrón de bandas generadas por los cebadores, AG, GT y CA en ge de 
poliacrilamida al 7% teñido con bromuro de etidio. Los carriles con la letra T, indican los 
controles negativos. Nótese que el cebador AG, amplificó solo para las muestra 34 y 66, 
sin embargo su poder de resolución en muy bajo. 
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a = bandas compartidas por ambos individuos,  
b = bandas presentes en el individuo (1) pero no en (2),  
c = bandas presentes en el individuo (2) pero no en  (1).  
 
El análisis de agrupamiento se realizó con el programa SAHN de NTSYS –pc utilizando 
el método UPGMA, método gráfico de agrupamiento por parejas, que usa el promedio 
aritmético no ponderado. El dendrograma que indica la agrupación de los materiales se 
construyó con el programa TREE de NTSYS –pc. 
 
Para estimar la diversidad genética se utilizaron los parámetros de heterocigosidad 
promedio (He) y el porcentaje de loci polimórficos (%P), los cuales se estimaron sobre 
todos los loci y el promedio de los mismos de acuerdo con la fórmula no sesgada de Nei 
(1987) así: 
 
 H= 1 -f(i)2 
F(i): Frecuencia del alelo i en la población. 
f (i)2 :Probabilidad de que dos individuos tomados al azar tengan el alelo i. 
H: probabilidad de que dos individuos tomados al azar tengan diferente alelo, H, es el 
valor con el que se representa la diversidad de la población. 
 
Se realizó un análisis de correspondencia múltiple (ACM) para detectar estructuras 
fuertes en la población de mandarinas y otros cítricos sin tomar en cuenta los efectos 
individuales. Este análisis permite representar los individuos en un mismo espacio 
(campo de proyección), estructurando de esta manera la diversidad genética mediante el 
establecimiento de relaciones entre los individuos. Mientras más cerca se encuentran 
entre si dos materiales en el espacio, mayor relación genética existe entre ellos. El ACM, 
es una técnica de análisis multivariado que permite asociar columnas y filas de la matriz 
binaria determinando el nivel de asociación o determinar proximidad (Joseph et al. 1992). 
Una característica del ACM, es que le da más peso a las bandas únicas, en contraste 
con el análisis de similaridad que da igual peso a todas las bandas. 
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6.3.3. Distancia genética 
 
Los índices de distancia genética se calculan entre pares de poblaciones y pretende 
describir el grado de diferencia genética entre dos poblaciones. La medida de distancia 
genética más usada es la de Nei (1987). Este índice permite estimar el número de 
mutaciones que a nivel de nucleótidico se han acumulado en las secuencias de dos 
poblaciones a partir del tiempo que ha transcurrido desde su divergencia original 
(Eguiarte, et al., 2007).  
La distancia de Nei (1987), puede adquirir valores entre cero e infinito. Si la medida es de 
cero indica que no hay diferencia alguna entre los grupos. Esta similitud entre 
poblaciones puede ser el resultado de distanciamiento, flujo genético, tamaño grande de 
poblaciones (con poca deriva genética), o que la presión de selección que afecta los 
mismo locus sean similares en ambas poblaciones. Por el contrario si dos poblaciones 
están muy distantes genéticamente significa que fueron aisladas hace mucho tiempo, 
que no comparten ancestros comunes, que no hay flujo genético, que la deriva genética 
ha influido en las diferencias (Eguiarte, et al., 2007). La distancia de Nei fue calculada 
con el programa GenAlex Version 6. (Peakall y Smouse, 2006). 
 
Se realizó un análisis de varianza molecular (AMOVA) para evaluar si existe 
diferenciación genética entre y dentro de las poblaciones, asumiendo que los materiales 
colectados en cada sitio corresponden a una población diferente, de acuerdo con su 
grupo taxonómico. 
 
6.3.4. Marcadores moleculares Microsatélites o Simple 
Sequence Repeat (SSR). 
 
Se evaluaron 14 marcadores SSR (Tabla 5) descritos previamente para Citrus reticulata 
Blanco, con las condiciones de amplificación para PCR descritos por Froelicher et al. 




TABLA 5. Marcadores microsatélites utilizados para la caracterización molecular de 
mandarinas. 
No. Nombre del 
Cebador 










1 Ci01C07 F TTGCTAGCTGCTTTAACTTT AJ567394 (CT)10 241-278 55 Froelicher 
(2008)  
R TTGCTAGCTGCTTTAACTTT 
2 Ci01C09 F AGGACAGATGACCCAGATGACA AJ567395 (GA)8 266-270 50 Froelicher 
(2008)  
R TTGTCCCTTCCCTTTGTA 
3 Ci01D12 F AGCGGTATCGTAATTCTC AJ567398 (GA)10 101 -103 46 Froelicher 
(2008)  
R TTTTCTTCTTCATCTCTTTACTGC 




5 Ci02A04 F  AAAGAAGTTAAAGAAAAAATG AJ567402 (GA)9 160-168 55 Froelicher 
(2008)  
R AGCGGTATCGTAATTCTC 






7 Ci02F03 F TCATCGTGTTGAAAATAA AJ567405 (GT)6 159-171 55 Froelicher 
(2008)  
R TAAAGCGCATGGATACT 
8 Ci02F07 F TTAGCAATATCAACATCAT AJ567406 (GT)7 162-192 55 Froelicher 
(2008)  
R TGCTGGTTTTCAGATACTT 





R  ATGATGAAAAGCAAGGGG 
10 Ci07B09 F TGCTGCTGCTGTTGTTGTTCT AJ567408 (GA)10 191-194 50 Froelicher 
(2008)  
R  AAAGAAGTTAAAGAAAAAATG 






12 mCrCIR01B02 F AGCCAAAAAGAGAAGAAATG AM489733 (CT)9 200-212 55 Froelicher 
(2008)  
R TTAGCAATATCAACATCAT 
13 mCrCIR01E02 F TGAATGGTACGGGAAATGC  AM489736 (GA)16 154-166 55 Froelicher 
(2008)  
R CAGGGTCGGTGGAGAGGAT 
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Para la reacción de amplificación con microsatélites se preparó el cóctel en un tubo 
estéril de microcentrífuga (1.5 ml) para un volumen final de 25 µl. La mezcla de reacción 
se preparó con Buffer TAQ 1X, MgCl2 1.5 mM, DNTPs 0,2 mM, Taq Polimerasa 1 U/ µl, 
cebador 2 μM y ADN genómico 20 ng/µl , BSA (Albumina de suero bovina) 10ng/ µL y 
agua mQ, hasta completar volumen. 
 
El proceso de amplificación se llevó a cabo en un termociclador PTC 100 Programmable 
Termal Controller. La desnaturalización inicial fue de 94ºC durante 2 minutos; 30 ciclos 
de desnaturalización a 94ºC por 1 minuto, Hibridación de 50 a 55ºC (dependiendo del 
cebador). Con una extensión a 72ºC por 2 minutos y la extensión final a 72ºC durante 5 
minutos. 
En cada grupo de muestras para la amplificación se incluyó un control negativo para 
detectar posible contaminación (Hantula et al., 1997). 
 
Los fragmentos amplificados fueron mezclados con 10 μl de solución de formamida y 
después del tratamiento por calor a 95°C durante 5 minutos, una alícuota de 5μl de la 
mezcla fue cargada en un gel denaturante de poliacrilamida al 6% (29:1 acrilamida – 
bisacrilamida), y  un marcador de peso molecular de 10 pares de bases corridos a 1600 
voltios por una hora y teñidos con sales de plata como se describe en protocolos 
estándar (Sambrook et al., 1989). 
 
Para la visualización de los productos amplificados se utilizaron diferentes tiempos de 
corrida (entre 40 a 60 minutos) dependiendo del tamaño de cada microsatélite. La técnica 
permitió diferenciar claramente los individuos homocigotos de heterocigotos, además de 
poseer suficiente poder de resolución para revelar los diferentes patrones de bandas 






6.3.5. Análisis de la información para marcadores moleculares 
microsatélites. 
 
Se calculó el número de alelos (NA), el número promedio de alelos por locus (NPA) y 
los valores de heterocigosidad observada, esperada y FIS mediante el programa 
ARLEQUIN ver 3.11 (Excoffier, 2005).  
 
La prueba de desviación del equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) fue llevada a cabo 
utilizando el procedimiento de Guo y Thompson (1992), mediante el programa 
ARLEQUIN ver 3.11 (Excoffier, 2005).  Se calculó los valores de Heterocigosidad 
Esperada y Observada (HE /HO) conforme a la ley del equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei, 
1987). 
 
Se obtuvo el número efectivo de alelos (ENA) que hace referencia a los alelos con 
capacidad de pasar a la siguiente generación (Kimura y Crow, 1964.), El valor de ENA es 
usado como un indicador de los marcadores que realizan aportes importantes al estudio 
de la diversidad, en la medida que el valor de ENA se acerque al número de alelos 
encontrados. Se calculó mediante el programa GenAlex6 (Peakall y Smouse, 2006), con 
la siguiente ecuación: 
      
 
∑   
 
La probabilidad de identidad (I): indica que tan alta es la probabilidad de encontrar dos 
individuos al azar iguales en un locus en particular y por tanto, que tan discriminante es 
ese sitio para cada marcador; se estimó mediante el programa GenAlex6 (Peakall y 
Smouse, 2006), usando la ecuación: 
 
  ∑      ∑ ∑     
 
     
   
 
    
  
 
Poder discriminante (Pd): es una estimación de la probabilidad de que dos accesiones 
muestreadas al azar puedan ser distinguidas por sus perfiles genéticos (alelos) en un 
determinado locus (Kirst et al., 2005). Se estimó usando la ecuación:  
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Contenido de información polimórfica (PIC): El PIC se refiere a la medida de la 
informatividad de un marcador genético, que depende del número de alelos para ese 
locus y de sus frecuencias relativas. Se calculó con el programa Microsatélite Toolkit 
programa para Excel (Park, 2001), mediante la ecuación:  
 
       (∑  
 
 
   
)   ∑ ∑     
   
   
 
 
     
   
   
 
Se estimaron como parámetros poblacionales los índices de fijación F (Fst, Fis y Fit) 
descritos por Wright (1931), los cuales miden la estructuración genética a diferentes 
niveles espaciales (Caujapé, 2006). Para estimar las distancias y relaciones filogenéticas 
entre grupos genéticos se utilizó la mínima distancia de Nei, (1978) mediante TFPGA® 
(Miller, 1997) y el FST por pares de poblaciones con el ARLEQUIN ver 3.11 (Excoffier, 
2005). Mediante la mínima distancia de Nei, (1972) se construyó un dendograma con el 
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean). 
 
El análisis de varianza molecular (AMOVA), se basa en la varianza de las frecuencias 
génicas de la población (Excoffier, et al., 2005), mediante este análisis se determinó la 
proporción  de diferenciación genética entre poblaciones (grupos taxonómicos de 
mandarinas) y dentro de las poblaciones. El AMOVA, se calculó por medio del programa 
GenAlex versión 6 (Peakall y Smouse, 2006). Con este análisis se estimaron los 
componentes de la varianza, reflejando la correlación de la diversidad haplotipica 
(combinación de alelos ligados o multiples loci) a diferentes niveles de subdivisión 
jerarquica. (Excoffier, et al., 2005). 
 
Para identificar duplicados entre los individuos evaluados se, utilizó programa 
Microsatélite Toolkit programa para Excel (Park, 2001), mediante la opción diploide, 
doble formato de columna, la cual reconoció la matriz genotípica y consecutivamente se 
seleccionó la opción finding matching simples. Se usó la diferencia de por lo menos un 




Para explorar la estructura poblacional sin asumir poblaciones a priori se utilizó el 
programa Structure 2.3.1 (Pritchard et al., 2010, (http://cbsuapps.tc.cornell.edu/structure), 
el cual implementa un modelo bayesiano basado en un algoritmo de agrupamiento. Sus 
aplicaciones incluyen la deducción de la presencia de poblaciones distintas, para asignar 
individuos a las poblaciones. En este análisis se intenta estimar el número más probable 
de grupos (K) en la muestra minimizando las desviaciones al equilibrio Hardy-Weinberg y 
al equilibrio de ligamiento dentro de cada grupo y asignando los individuos a un número 
K de poblaciones. El método emplea un algoritmo Monte Carlo de cadenas de Markov 
(MCCM) para estimar las frecuencias alélicas en cada uno de los K, y para cada 
individuo, la proporción de su genoma derivado de cada población (qK). El análisis se 
realizó inicialmente sin asumir poblaciones a priori y posteriormente incluyendo 
información de los grupos taxonómicos de mandarinas. Los parámetros de corrida fueron 
100,000 de burnin y 500,000 de iteraciones de MCCM, bajo un modelo de mezcla y de 
frecuencias alélicas correlacionadas. También se calculó el ∆K según Evanno et al. 
(2005) utilizando 3 iteraciones y explorando de 2 a 14 K que corresponden al número de 
loci microsatélites evaluados.  Se asumió que las frecuencias alélicas de las poblaciones 
actuales estaban correlacionadas y que podían haberse originado a partir de más de una 
población ancestral.  
 
Los individuos en la muestra son asignados probabilísticamente a poblaciones o son 
asignados a dos o más poblaciones si sus genotipos indican que tienen genotipos 
similares. La magnitud y dirección del flujo genético están basados en la proporción de 
ancestros estimados de cada individuo y de cada población (Martinez – Castillo et al., 
2007). El programa Estructure, basado en el método antes mencionado, arroja un valor 
que puede ser interpretado como la probabilidad de que un genotipo individual se haya 
originado en una de varias poblaciones asignadas. De esta manera si las probabilidades 
de origen para tres poblaciones son 0,9999, 0,0001 y 0,0000, podría asignarse el 
individuo a la primera población y excluir las demás (Basantes, 2012). Finalmente se 
realizó un análisis de coordenadas principales (ACoP) a partir de 1000 permutaciones 
utilizando como unidades de análisis los individuos con el programa programa GenAIEX 






7. RESULTADOS Y DISCUSION 
 
7.1. MATERIAL VEGETAL Y BANCO DE ADN 
 
Se estableció el banco de ADN de mandarinas y otros cítricos con 111 introducciones el 
cual se encuentra almacenado a -50°C en el Laboratorio de Biología Molecular de la 
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. Cada una de las muestras se 
encuentran rotuladas para su uso en posteriores estudios. 
 
Se estableció el banco de ADN de mandarinas y otros cítricos con 111 introducciones el 
cual se encuentra almacenado a -50°C en el Laboratorio de Biología Molecular de la 
Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. Cada una de las muestras se 








Puerto Gaitan- Meta 
Centro de Investigación Palmira 
Coordenadas: 3.52127745192, -
76.3070518418 
Palmira – Valle del Cauca 
FIGURA 3. Mapa de la distribución geográfica de los centros de investigación de Corpoica 
donde se tiene ubicado el banco de germoplasma y las colecciones de trabajo de cítricos. 
Centro de Investigación La 
Suiza.  Coordenadas: 
7.15912735021, -73.0697359649. 
Bucaramanga, Santander 
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7.2. EXTRACCIÓN DE ADN 
 
Los dos protocolos de Dellaporta (1983) y Doyle y Doyle (1990) permitieron obtener ADN 
en diferente calidad y cantidad (Figuras 4 y 5). La extracción de ADN de plantas que 
contienen, grandes cantidades de polifenoles, taninos y polisacáridos como el caso de 
las especies cítricas ha sido difícil de manejar, uno de los principales problemas para la 
extracción del ADN es la composición de la pared celular, la cual dificulta el acceso al 
interior para extraer el contenido de ácidos nucleicos.  
 
FIGURA 4. Electroforesis del ADN de mandarinas y otros cítricos  en geles de agarosa al 
0,8% con protocolo de Dellaporta et al, 1983. Los tres primeros carriles corresponden a 
cantidades conocidas del bacteriófago lambda (λ) a 20, 30 y 60 ng respectivamente. 
 
 
FIGURA 5. Electroforesis del ADN de mandarinas y otros cítricos  en geles de agarosa al 
0,8% con protocolo de Doyle y Doyle (1990) modificado. Los tres primeros carriles 
corresponden a cantidades conocidas del bacteriófago lambda (λ) a 20, 30 y 60 ng 
respectivamente 
 
Las concentración  más alta de ADN (ng/μL), se obtuvo con el protocolo de Doyle y Doyle 
(1990), modificado (Tabla 6). Con la primera extracción se logró obtener ADN del 81% de 
las muestras procesadas y de éstas el 53% presentó concentraciones por encima de los 
50 ng/μL, en contraste con lo obtenido con el protocolo de Dellaporta et al. (1983), donde 
en la primera extracción se logró obtener ADN, del 63% de las muestras procesadas y de 
estas en el 23% se obtuvo concentraciones menores a 20 ng/μL (Tabla 6). El protocolo 
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de Dellaporta et al. 1983, fue el procedimiento de extracción que requirió mayor cantidad 
de muestra y mayor cantidad de tiempo para su procesamiento. Resultados similares 
fueron obtenidos por Perez – Almeida et al. (2011) en orquídeas. El protocolo de Doyle y 
Doyle (1990) modificado, se utilizó para completar el ADN de todos los materiales a 
evaluar en este estudio. El protocolo de Doyle y Doyle, es ampliamente utilizado es 
especies cítricas para estudios de diversidad genética con diferentes marcadores 
moleculares (Golein, et al., 2005; Barkley, et al., 2006; Baig et al., 2008; Froelicher et al., 
2008; Gulsen et al., 2011). 
 
 
TABLA 6. Concentraciones de ADN (ng/μL) de Citrus spp obtenido con los protocolos de 




et al 1983. 







0 23 37,7 11 9,1 
10 - 20 14 22,9 11 9,1 
21 - 30 2 3,3 13 13 
31 – 50 8 13,1 8 7,2 
50 - 100 8 13,1 59 53,1 
100 - 200 6 9,84 9 8,18 
 
El rendimiento de la extracción posiblemente estuvo influenciado por fenómenos como el 
tipo de tejido, estado de las hojas debido a las alteraciones que hubieran podido sufrir 
durante el transporte y almacenamiento o también a los componentes del buffer de 
extracción de cada protocolo utilizado.  
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7.3. CARACTERIZACION CON MARCADORES 
MOLECULARES RAMs 
 
Para el estudio de diversidad genética, se utilizaron seis de ocho cebadores RAMs por 
presentar polimorfismo en los 111 individuos evaluados. Los cebadores descartados 
fueron el TG y AG ya que no amplificaron para toda la población. De los 111 individuos 
99 corresponden a mandarinas, 5 tangelos, 5 naranjas y 2 limas ácidas.  
Los seis cebadores utilizados generaron 95 patrones de bandas y 91 bandas polimórficas 
con pesos moleculares que oscilaron entre 200 y 1500 pb, el número de bandas totales 
por cebador fluctúo entre 10 para CA y 22 para GT (Tabla 7). 
TABLA 7. Características de los cebadores, número de bandas totales y polimórficas por 
cebador y rango de lectura. 






CCA DDBCCACCACCACCA 16 15 300 - 1500 
CT DBDCTCTCTCTCTCTCT 
DBDCTCTCTCTCTCTCTC 
10 10 200-1500 
CGA DHBCGACGACGACGACGA 11 11 300-1200 
GT VHV GTG TGT GTG TG 22 22 300 - 1500 
ACA  15 13 300 - 2000 
CA DBDACACACACACACACACA 21 20 400 - 2000 
TOTAL 95  91  
 
En las figuras 6a y 6b, se observa el patrón de bandas generados para los cebadores 
ACA y CA en 24 individuos de la población total de estudio. El cebador ACA presentó un 
total de 15 bandas, de las cuales 13 fueron polimórficas, los pesos oscilaron entre  300 y 
2000 pb; para el cebador CA, el número de bandas totales fue de 21, de las cuales 20 
fueron bandas polimórficas que oscilaron entre 400 y 2000 pb. 
 











En trabajos realizados sobre diversidad biológica en 43 introducciones de uchuva, se 
obtuvo un patrón de 50 bandas con siete cebadores RAMs en geles de agarosa al 1,2%, 
(Bonilla et al., 2008). En mora, se obtuvo un patrón de 58 bandas al utilizar seis 
cebadores RAMs en la evaluación de la diversidad genética de 36 introducciones (Morillo 
et al., 2005). En guayaba se obtuvieron 72 bandas con cinco cebadores RAMs en geles 
de poliacrilamida y tinción con plata, para la evaluación de la diversidad genética de 
árboles nativos (Sanabria et al., 2006). En la evaluación de la diversidad genética de la 
introducciones de nacedero se seleccionaron cinco de los siete cebadores RAMs y se 
obtuvieron 71 bandas totales, de las cuales 59 fueron polimórficas con pesos 
moleculares entre 120 y 1500 pb (Posso, 2011). En el estudio de genotipificación de 
Guadua angustifolia, con cinco cebadores RAMs se obtuvieron 113 bandas totales, 
donde 103 fueron polimórficas con un rango de lectura entre 200 y 1200 pb (Rugeles, 
2011). En  estudio de diversidad de 31 introducciones de especies  Passifloras, con 
cuatro cebadores utilizados se generaró un patrón de 71 bandas y el número de bandas 
por cebador osciló entre 15 para CCA y 20 para CT. El número de bandas polimórficas 
fue de 57. (Londoño, 2012). El alto número de bandas encontrados con los marcadores 
RAMs en mandarinas contrasta con lo reportado por Orduz, (2007) quien al caracterizar 
mandarina “Arrayana” Citrus reticulata con marcadores dominantes AFLP (Amplified 
Fragment Length Polymorphism), con cuatro combinaciones de cebadores, se obtuvo un 
a b 
FIGURA 6. Patrón de bandas generadas en Citrus spp, por los cebadores microsatélites 
RAMs ACA(a) y CA (b). El carril identificado con el color rojo corresponde al marcador de 
peso molecular de 100pb. 
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patrón de bandas monomorfico,  (Orduz, 2007). El bajo nivel del polimorfismo encontrado 
en el ADN nuclear de 10 materiales evaluados se debe al origen clonal obtenido por 
plantas a partir de clones nucelares. Estos resultados son similares a los obtenidos por 
Breto et al. (2001), quienes analizaron 24 introducciones de mandarina Clementina, 
mediante marcadores AFLP encontrando un bajo nivel de polimorfismo; este resultado se 
atribuyó a que las introducciones provenían de una sola planta a partir de semilla.  
 
Otros autores como Tapia et al., (2005), caracterizaron 63 cultivares de mandarinas 
(Citrus spp), utilizando marcadores morfológicos y moleculares tipo AFLP, obteniendo un 
total de 106 bandas con 86% de polimorfismo. Los marcadores AFLP fueron capaces de 
discriminar las introducciones de mandarinas. No se presentó una correlación 
significativa entre las técnicas de caracterización morfológica y molecular. Morillo et al., 
(2009) reportaron un estudio de caracterización de la diversidad genética de naranja 
Citrus sinensis L. Osbeck, del banco de germoplasma de cítricos de Corpoica, con siete 
marcadores RAMs se obtuvo 176 bandas, donde el número de loci polimórficos varió 
entre 18 y 34 para los cebadores CT y CGA. Otros estudios de caracterización de 33 
introducciones de cítricos del Banco de germoplasma de IRAN utilizando seis 
marcadores moleculares tipo ISSR obtuvieron fragmentos microsatélites que oscilaron 
desde  100 hasta 3000 pb (Shahsavar et al., 2007); El número de  fragmentos totales 
generados fue de 234 y el número de fragmentos polimórficos fue de 209, el cebador que 
mayor aporte hizo a este estudio fue (AG)8YC, con 52 loci ISSR polimórficos. Kumar et 
al., (2010), utilizó quince marcadores ISSR para estudio de diversidad de Citrus indica, 
estos cebadores generaron un total de 204 bandas, de las cuales 179 bandas fueron 
polimórficos (87%) con un promedio de 12 bandas polimórficas por cebador.  
 
Para el análisis de la relación genéticas entre Citrus indica Tanaka y algunas especies de 
importancia comercial de otros cítricos, se utilizaron seis marcadores ISSR, obteniendo 
como resultado un 100% de polimorfismo de las bandas, lo que indica que las 
secuencias microsatélites, con base en los cebadores utilizados están presentes en los 
genomas de las especies de cítricos (Marak et al., 2010). Uzun et al., (2009), reportan 
que en estudio de diversidad de toronjas Citrus paradisi Maf y pomelos Citrus máxima del 
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Banco de germoplasma de Turquía, utilizando 12 marcadores microsatélites ISSR, 
obtuvo 100 fragmentos totales altamente definidos, de los cuales 62 fragmentos fueron 
polimórficos. El número de bandas que se obtuvo por combinación de cebadores varió de 
4 (HVH (CA) 7T) a 14 (GA) 8YG), con un promedio de 8,3. El número de fragmentos 
polimórficos varió entre 2 (HVH (CA) 7T, (CAC) 6) y 9 (GA) 8YG. Para el caso de 
mandarinas, no se reportan resultados con marcadores moleculares RAMs. 
 
Al comparar los resultados de los estudios antes mencionados con el número de loci 
RAMs obtenidos en este estudio que corresponde a 95 bandas se concluye que es un 
número adecuado para estimar parámetros de diversidad genética en mandarinas del 
banco de germoplasma de cítricos de Corpoica C.I. Palmira y las colecciones de trabajo 
de Corpoica C.I La libertad en Villavicencio y Corpoica C.I. La Suiza en Santander. 
 
7.4. ÍNDICES DE DIVERSIDAD GENÉTICA, 
HETEROCIGOSIDAD Y PORCENTAJE DE LOCI 
POLIMÓRFICOS. 
 
La heterocigosidad esperada estima la probabilidad que dos alelos extraídos al azar del 
conjunto de genes de una población sean diferentes. La heterocigosidad promedio 
esperada (He), para toda la población fue de 0,36, lo que indica gran polimorfismo 
genético dado que para los marcadores dominantes el máximo de He es de 0,50 (Tabla 
8). Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Morillo et al. (2009), donde se 
obtuvo una He de 0,25 utilizando seis marcadores RAMs en 51 introducciones de Citrus 
sinensis con un 64% de los loci polimórficos. Estos resultados contrastan con los 
reportados por Kumar et al. (2010), quienes encontraron una baja heterocigosidad 
estimada de 0,12 en estudio de diversidad de Citrus indica, con marcadores moleculares 
ISSR, lo que indica un bajo nivel de diversidad genética en esta especie. Sin embargo 
estos marcadores lograron diferenciar el origen de cada uno de las introducciones dentro 
de cada taxón con un polimorfismo moderado (38-56%).  
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TABLA 8. Heterocigosidad estimada (He) y porcentaje de loci polimórficos para seis 
cebadores RAMs evaluados en 111 introducciones de cítricos. 
Cebador Heterocigosidad 
estimada (He) 
Porcentaje de loci 
polimórficos 
CCA 0,36 94,11 
CT 0,37 100 
CGA 0,41 100 
GT 0,38 95,4 
ACA 0,28 86,6 
CA 0,33 100 
Población Total 0,35 96,01 
 
En cuanto al uso de otros marcadores dominantes en cítricos, Coletta - Fillo et al. (2000), 
utilizaron marcadores RAPD para buscar polimorfismo en 19 introducciones de 
mandarina Ponkan de diferentes países y solo encontraron polimorfismo en 5 de ellas, 
sugiriendo que existe una propagación clonal con diferentes nombres comunes de 
introducción o  que la metodología de RAPD no es eficiente para detectar alguna 
variabilidad genética proveniente de mutaciones. Sin embargo con RAPD, se han 
encontrado polimorfismos en géneros afines a cítricos como Poncirus, Fortunella o 
Citrus, al igual que con ISSR con especies cultivadas de Citrus (Fang y Roose, 1997). 
 
De los seis marcadores RAMs evaluados, el que presentó mayores valores de 
heterocigosidad esperada (He) fue el cebador CGA (con 0,41),  seguido por el cebador 
GT (con 0,30) (Figura 7), con un porcentaje de loci polimórficos de 100% y 95% 
respectivamente (Tabla 8). El alto valor de He y polimorfismo presentado por estos 
cebadores, posiblemente se deba a una mayor frecuencia entre los sitios de hibridación y 
las cadenas de ADN complementarias de esa secuencia (Figura 3). La variabilidad 
genética en los cítricos está relacionada con el alto número de unidades taxonómica 
(especies e híbridos), apomixis, alta compatibilidad sexual entre los cítricos y con 
especies relacionadas y alta frecuencia de mutaciones (Scarano, 2003). En estudio de 
diversidad del genero Erythrina, Gomez, et al. (2012), obtuvo una He, de 0,38 para el 
cebador CGA, siendo estos resultados concordantes con lo obtenido en este estudio.  


















Morillo et al. (2009), al evaluar 51 introducciones de naranja Citrus sinensis L. Osbeck, 
encontraron un valor de heterocigosidad estimada (He) de 0,27 y 0,15 para los 
cebadores CGA y GT, con un porcentaje de loci polimórficos de 73,5 y 30 por ciento, 
respectivamente. Estos valores de He son contrastantes, con los obtenidos en estudios 
de diversidad y genotipificación de Guadua angustifolia reportados por Muñoz, (2011) y 
Rugeles et al. (2011), quienes obtuvieron con el cebador CGA una He de 0,24 y un 
porcentaje de loci polimórfico del 64%, siendo el más bajo entre los cinco cebadores 
evaluados.  
 
Los cebadores con tres nucleótidos repetidos (CGA, CCA y ACA), presentaron una 
heterocigosidad promedio estimada de 0,34 y los cebadores con dos nucleótidos 
repetidos (CT, GT y CA) tuvieron una heterocigosidad promedio estimada 0,36 (Tabla 9), 
lo que indica que estos marcadores aportan mayor información para los estudios de 
diversidad genética. Chakraborty et al. (1997) citado por Muñoz, (2011), encontraron que 
los dinucleótidos presentan tasas de mutación entre 1.5 y 2.0 veces más altas que para 
los tetranucleótidos. Los resultados en diferentes estudios confirman el poder 
FIGURA 7. Patrón de bandas generadas en Citrus spp, por el cebador  microsatélites 
RAM CGA. El carril identificado con el color rojo (MP) corresponde al marcador de peso 
molecular de 100pb. 
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discriminante de los dinucleotidos como, GT en uchuva Physalis peruviana (Bonilla et al., 
2008), en heliconias, TG en mora Rubus glaucus (Morillo et al., 2005) y en guayaba 
Psidium guajava (Sanabria et al., 2006), CA y CT en Guadua angustifolia (Rugeles et al., 
2011) 
 
7.4.1. Coeficiente de diferenciación genética (Fst) 
 
El coeficiente de diferenciación genética (Fst) cuantifica la consanguinidad de las 
subpoblaciones con relación a la población total de la cual forman parte y se interpreta 
como la proporción de la variación total atribuible a la diferenciación entre poblaciones 
(Caujapé, 2006). 
 
Estudios de diversidad genética en colecciones y bancos de germoplasma de guayaba 
(Rueda et al., 2006) y uchuva (Bonilla et al., 2008), no reportan datos estadísticos de 
estructura poblacional por considerar que las introducciones de los bancos no 
corresponden a una muestra representativa de poblaciones naturales y en muchas 
ocasiones, una región geográfica o un grupo taxonómico se encuentra representada por 
solo una o dos introducciones, (Rugeles, 2011). 
 
El coeficiente de diferenciación genética (Fst), obtenido al evaluar las 111 introducciones 
de cítricos Citrus spp con seis marcadores microsatélites RAMs fue de 0,36 con una 
desviación estándar de 0,02. Según Wright (1978), valores mayores de 0,25 muestran 
gran diferenciación genética (Tabla 9). El agrupamiento de las introducciones de cítricos, 
se realizo con base en los grupos taxonómicos. 
 
TABLA 9. Diferenciación poblacional y estadístico Fst para 111 introducciones de genero 
Citrus con los seis cebadores RAMs evaluados. 
Cebador Fst DS 
CCA 0,45 0,04 
CT 0,49 0,04 
CGA 0,27 0,03 
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GT 0,33 0,03 
ACA 0,29 0,06 
CA 0,49 0,03 
Población Total 0,36 0,02 
 
Los cebadores CT y CA, hicieron el mayor aporte a la variación, con un Fst de 0,49 para 
cada uno, y el cebador CGA, fue el de menor aporte con un Fst de 0,27 (Tabla 9). Estos 
resultados quizá se deban a que las mandarinas son consideradas como una de las 
verdaderas especies de cítricos (Barrett y Rhodes, 1976), diferentes  investigaciones por 
apoyan esta idea (Nicolosi et al., 2000; Barkley et al., 2006; Uzun et al., 2009, Garcia- Lor 
et al., 2013). El grupo de las mandarinas está formado por numerosas especies, así 
como también híbridos intergénericos e interespecificos, de ahí que se considere como 
un grupo fenotípicamente heterogéneo de los Citrus (Moore, 2001). 
 
Morillo et al. (2009), en un estudio de diversidad genética con 51 introducciones de 
naranja Citrus sinensis L. Osbeck encontraron un valor de  Fst  de 0,07, con una 
desviación estándar de 0,01 los cebadores de mayor aporte hicieron a la diferenciación 
genética fueron CCA y CA, con un Fst de 0,11para cada uno, lo que indica poca 
diferenciación genética, de acuerdo con Wrigth (1978). Los resultados se deben 
posiblemente a que las naranjas tienen una estrecha base genética, y que la variabilidad 
puede deberse a diversos factores como la hibridación, mutación o tipo de reproducción.  
 
Estos resultados confirman que el cebador CA, puede ser útil para estudios de diversidad 
genética en especies del género Citrus y lograr una mayor discriminación entre los 
materiales. En reportes realizados por Rugeles et al., 2011 en Guadua angustifolia el Fst 
fue de 0,1771 (D.S= 0,0163; 1000 replicaciones) lo que indica que existe una alta 
diferenciación genética de los grupos. El Fst, en el estudio de diversidad genética en 
especies del genero Erytrina fue de 0,0204 (D.S= 0,075; 1000 replicaciones) lo que 
indica que existe una baja diferenciación genética (Gomez, 2012).  
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TABLA 10. Diferenciación poblacional, estadístico Fst para 111 introducciones de 
mandarinas y otros cítricos, con seis cebadores RAMs. 
Poblaciones Descripción Heterocigosidad 
estimada 
Porcentaje de loci 
polimórficos 
Población 1 Arrayana Palmira 0,21 54,34 
Población 2 Arrayana Santander 0,20 48,64 
Población 3 Arrayana Villavicencio 0,26 69,20 
Población 4 Reticulata 0,43 70,31 
Población 5 Clementinas 0,19 53,57 
Población 6 Mandarinas Híbridos 0,26 63,31 
Población 7 Tangors 0,10 28,01 
Población 8 Satsumas 0,15 35,38 
Población 9 Portainjertos 0,21 55,23 
Población 10 Tangelo 0,16 43,19 
Población 11 Naranjas 0,08 24,64 
Población 12 Limas ácidas 0,18 46,60 
TOTAL POBLACION 0,20 49,37 
 
El valor más alto de heterocigosidad esperada fue el de la población 4 (0,43), seguido de 
las poblaciones 3 y 6 (0,26), el valor más bajo de heterocigosidad esperada fue el de la 
población 11 (0,08) (Tabla, 10). Los valores promedio de loci polimórficos para todas las 
poblaciones fue de 49,37 y osciló entre 24,64 para la población 11 y 70,31 para la 
población 4. Pese a la gran cantidad de información existente, aun no se tiene claridad 
acerca de la organización intraespecífica de Citrus reticulata y los determinantes de su 
diversidad fenotípica, razón por la cual se puede llegar a cometer errores a la hora de 
generar los grupos. 
 
7.4.2. Análisis Descriptivo 
 
En análisis mediante el coeficiente de Nei-Li, a un nivel de similaridad de 0,75 diferencio 
los 111 genotipos en 8 grupos (Figura 8), generando una tendencia de agrupamiento 
Resultados y Discusión 55 
 
entre los individuos, con respecto a las grupos taxonómicos. En algunos casos se 
observa que hay duplicado de materiales, pero tienen diferentes números de introducción 
en las colecciones de trabajo de los centros de investigación la Suiza, La libertad y el 
banco de germoplasma de Palmira. Estos resultados quizá se deban a los métodos 
vegetativos de propagación de las plantas de cítricos, y que quizá, fueron introduccidos al 
banco de germoplasma y de allí, distribuidos a otras regiones del país. 
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FIGURA 8. Dendrograma de estructura genética de 111 introducciones de cítricos 
entre mandarinas, naranjas y limas ácidas basado en el coeficiente de Nei –Li, y 
calculado con los datos combinados de seis cebadores microsatélites RAMs 
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Este comportamiento de baja diferenciación de los cultivares o variedades de mandarinas 
se debe principalmente a que este  grupo presenta gran cantidad de cultivares y algunos 
de ellos se originaron por hibridación interespecifica y otros derivados por mutaciones. 
Uzun et al. (2011), estudió la diferenciación de mandarinas hibridas y satsumas y 
encontraron que en las mandarinas de tipo híbrido no mostraron variación genética clara 
y cuando se analizan por grupos de mandarinas cultivadas se observa un bajo nivel de la 
diversidad, producto de mutaciones como es el caso de mandarinas tipo Satsuma y 
mandarinas tipo Clementina. 
 
De los ocho grupos formados, el grupo 1, está conformado por mandarinas denominadas 
“Arrayana”s, Oneco, y Lisa santandereana, que provienen del banco de germoplasma de 
Corpoica C.I. Palmira y las colecciones de trabajo de C.I. La Libertad y C.I. La Suiza. 
Estas variedades a excepción de mandarina Oneco, al parecer son selecciones de los 
agricultores, que se han difundido por todo el país. De acuerdo con Orduz, et al. (2007), 
la mandarina “Arrayana” Citrus reticulata Blanco, es una variedad del agricultor, se cree 
que es de origen colombiano, que fue introducida al Banco Nacional de Germoplasma de 
Cítricos en el C.I. Palmira, en el año 1983 y no se encuentra reportada en el Directorio 
Mundial de Variedades de Cítricos (INRA-CIRAD, 2002). Dentro de este grupo se 
encuentra la mandarina “Arrayana” ICA Bolo, la cual hace parte de la preferencia de los 
cultivadores de cítricos. Se cree que esta mandarina es diferente a la mandarina 
“Arrayana” tradicional. Con este trabajo se puedo encontrar que se trata de materiales 
muy cercanos, que posiblemente sean el mismo genotipo, teniendo en cuenta que en el 
país las mandarinas se propagan de forma vegetativa. De igual manera el dendrograma 
logró agrupar las mandarinas criollas, C-042, C-047, C032 y selección Ginebra, al igual 
que las mandarinas Nativa Jamundí e Ica Amaime en un solo subgrupo. La mandarina 
Oneco, es una variedad que fue introducida al país en 1933, desde Riverside en 
California, Estados Unidos, su selección se hizo a partir de un clon nucelar, en una 
variedad ampliamente distribuida en el país, pero de origen desconocido. Se pudo 
evidenciar que todas las selecciones de mandarina Oneco registradas en el banco de 
germoplasma de cítricos son el mismo genotipo. Esta variedad pertenece al grupo de 
mandarinas blancas de la especie Citrus reticulata. Es originaria de la India; su nombre 
proviene de un vivero de cítricos de Oneco en la Florida, fue introducida a Colombia en 
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Palmira (Valle) en 1933; es una variedad muy adaptada al trópico. Fue seleccionada por 
el ICA de un clon nucelar, con características superiores en producción y calidad al 
material originalmente introducido (Rios, et al., 1976 Citado por Orduz, 2007). Esta 
variedad es muy apetecida en el mercado colombiano por sus cualidades, como el fácil 
desprendimiento de la corteza y su exquisito sabor, junto con la arrayana es la variedad 
de mandarina más cultivada en el país. 
 
En el grupo 2, se encuentran diversos grupos de mandarinas, donde el grupo más 
sobresaliente corresponde a mandarinas tipo clementinas Citrus clementina donde se 
encuentran las variedades Clemenules, Clementina Fina, Clementina 88, Clementina 92, 
Oroval, Marisol, que es una mutación procedente de mandarina Oroval en un huerto de 
Betxí, Corsica 1, Corsica 2. Las mandarinas clementinas son híbridos interespecíficos 
que fueron seleccionado hace más de un siglo en Argelia. Ollitarul, et al. (2012), confirmo 
mediante marcadores SNP que la mandarinas clementinas son mandarinas hibridas 
generadas a partir de Citrus reticulata x Citrus sinensis L. Osbeck cultivar mediterráneo. 
Esta conclusión está de acuerdo con lo planteado por Nicolosi et al. (2000).  
 
Las mandarinas Corsica 1 y Corsica 2, son selecciones de Clementinas de Marruecos 
originadas en la década de 1960 en la Estación de Investigaciones Agrumicoles, San 
Guiliano, Córcega. Estas mandarinas son dos variedades de maduración temprana y 
muy productiva, siendo su mayor inconveniente el pequeño tamaño de fruto. La 
mandarina Corsica 2 presenta un tamaño de fruto mayor de acuerdo con lo que se 
describe en otras zonas de producción, por lo que podría tener buen potencial para 
nuestra zona. La mandarina Clemenulles o también conocida como como, 'Nulesina', 
'Clementina Reina', 'Clementina Victoria' y 'Reina y Gorda de Nules', es una  mutación 
identificada en 1953 de la clementina 'Fina' se encuentra en Nules, Castellón de la Plana. 
Esta mandarina es de frutos más grandes que los de clementina fina, además no posee 
semillas y la fruta es de mayor calidad. Clemenulles es la mandarina de mayor área 
cultivada en España. Otras mandarinas pertenecientes a este grupo son las mandarinas 
híbridos como Lee, Ponkan Citrus reticulata, Fairchild [C. clementina x (C. paradisi x C. 
tangerina)], Fortune C. clementina x C. tangerina, Osceola  [C. clementina x (C. paradisi x 
C. tangerina)], Beauty Citrus tangerina, Freemont C. clementina x C. reticulata, Kara 
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Citrus unshiu x Citrus nobilis, Page [C. paradisi x C. tangerina) x C. clementina] y los 
Tangor Temple, Murcot, Mency y Dweet Citrus reticulata x Citrus sinenis. Los tangor son 
mandarinas híbridas que se originaron a partir de naranjas dulces x mandarina Dancy.  
 
En el grupo 3 se relacionaron las mandarinas Pixie [(C. nobilis x C. tangerina) x 
desconocido], mandarina Rivero de parentales desconocidos, mandarina china Citrus 
unshiu, y mandarina israelita Citrus reticulata. La mandarina Pixie  es el resultado de la 
polinización abierta de mandarina Kincy (King X Dancy), que tuvo lugar en 1927 y que 
fue lanzada como variedad en 1965, por la Universidad de California. Estas mandarinas 
no son comercialmente cultivadas en nuestro país. 
 
En el grupo 4, se encuentran las mandarinas Satsumas Citrus unshiu Marcovitch, 
existentes en el banco de germoplasma de cítricos de Corpoica C.I. Se tienen tres 
variedades de mandarinas satsumas Owari, Okitsu y Dobashi. Satsuma Okitsu es un clon 
nucelar originado por polinización controlada de mandarina variedad Miyagama, con 
Poncirus trifoliata.  Algunas referencias mencionan que la fruta de Okitsu puede 
conservase mejor que la fruta de la variedad Miyagawa. Las mandarinas Satsumas, son 
de frutos sin semilla de partenocarpia obligada (Montal, 2009).  
 
En el grupo 5 se encuentran la mandarina Dancy y la mandarina Fina del Llano, 
proveniente de la colección de trabajo del C.I. La Libertad y del Banco de germoplasma 
de cítricos del C.I. Palmira. La mandarina Dancy, Citrus reticulata Blanco ó Citrus 
tangerina Tanaka, se originó por la germinación de una semilla de la variedad Tangerina 
Morange en 1867, en un huerto de propiedad del Coronel GL Dancy de Orange Mills 
(Jackson et al., 1999). El fruto de mandarina Dancy es de tamaño mediano y de color 
naranja rojizo. En la localidad de Palmira se reportan rendimientos de 20 toneladas por 
hectárea (Nuñez, et al. Año desconocido) para mandarina Dancy, mientras que en los 
llanos orientales se han alcanzado 50 toneladas por hectárea. (Comunicación personal 
Javier Orduz) 
  
El grupo 6, corresponde a las introducciones de tangelos y naranjas. Los tangelos son 
híbridos entre C. reticulata y C. paradisi. Tangelo Minneola y Orlando se originaron de 
pomelo Duncan y mandarina Dancy. Las naranjas Citrus sinensis (L.) Osbeck que se 
incluyeron en este estudio fueron variedad Salustiana, Galicia y la variedad seleccionada 
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por agricultores denominada Sweet orange. Estos grupo se diferencia de los demás 
grupos dada sus notable diferencia morfológica y su bajo nivel de diversidad genética 
(Luro et al.,1995; Novelli et al., 2000;. Novelli et al.,2006; Uzun, 2009).  Existen varias 
teorías acerca del origen de las naranjas dulces algunos autores afirman que C. sinensis 
(L.) Osb., está emparentado con C. reticulata, pero muestran rasgos introgresados en su 
genoma procedentes del ancestro Citrus maxima (Nicolosi, 2007, Ollitrault et al., 2012 y 
Garcia-Lor et al., 2013). La relación más cercana con C. reticulata sugiere que los 
naranjos dulces no son híbridos directos, sino que probablemente sean híbridos 
retrocruzados de primera o segunda generación con el genoma de mandarina (Barrett 
and Rhodes, 1976; Nicolosi et al., 2000, Roose et al., 2009) sugieren que C. sinensis 
proviene de un retrocruce 1 (BC1) [(C. maxima x C. reticulata) x C. reticulata)]. Esta 
misma hipótesis se postula en el trabajo de secuenciación del genoma de la naranja (Xu 
et al., 2013).  
 
El grupo 7 corresponden a las variedades denominadas como portainjertos o mandarinas 
ácidas ya que en este se  ubican las mandarinas Sunki, Citrus lycopersicaformis, 
mandarina cleopatra y mandarina amblicarpa. Mandarina cleopatra Citrus reshni ex 
Tanaka, es comúnmente utilizada como portainjertos para especies comerciales de 
mandarinas, naranjas y limas ácidas. Citrus reshni hort. ex Tanaka, es originaria de la 
India y se introdujo a los Estados unidos antes de 1888, por Jamaica. Es una planta 
ornamental que da frutos durante todo el año. En este grupo también se encuentran 
Citrus amblicarpa, es originaria de Indonesia, donde se le llama Djerook Leemo. Esta 
mandarina es considerada un hibrido., sin embargo, Froelicher et al. (2011) demostraron 
que tiene una alta similitud con la especie Papeda, similar a C. micrantha y C. hystrix. En 
un análisis de coordenadas principales C. amblycarpa mostro una posición intermedia 
entre las dos especies de papedas ya mencionados y el grupo de mandarinas ácidas 
'Depressa', 'Sunki', 'Cleopatra' y mandarinas 'Sun Chu Cha' (Ollitrault et al., 2012). Su 
relación con estas mandarinas se confirma por el intercambio del mismo grupo basado 
en los loci microsatélites RAMs. 
 
En el grupo 8, se ubicaron las limas ácidas Tahití Citrus latifolia Tanaka y lima mejicana 
comúnmente llamada “Pajarito” Citrus aurantifolia Tanaka. Estos individuos formaron un 
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grupo aparte, con un nivel de similaridad de 0,50, Este agrupamiento se debe a que las 
limas ácidas no provienen de genotipos de mandarinas, ya que de acuerdo con Nicolisi, 
et al., (2000) y Ollitrault et al. (2012), las lima se originan a partir de Citrus médica y 
Papedas. 
 
Se puede observar que de los ocho grupos  formados, siete de ellos están altamente 
relacionados, debido a que los materiales seleccionados comparten en sus parentales 
alguna especie de mandarina (figura 8). Este comportamiento se puede explicar debido a 
que el grupo mandarino es considerado uno de los tres principales grupos ancestrales de 
los cítricos cultivados (Nicolosi et al.,2000; Krueger y Navarro, 2007). 
 
El análisis de correspondencia múltiple (ACM) es una representación tridimensional de la 
agrupación de los materiales colectados y se presenta en la figura 9. Los resultados 
confirman que existe una alta relación entre los agrupamientos, además, muestra una 
alta variación de los materiales en la población evaluada, ya que no se formó un grupo 
homogéneo, este análisis logro explicar la variación entre los grupos en un 63%, siendo 
el primer eje el de mayor aporte con un 29%, el segundo eje con un aporte del 17,5% y 
eje terciario con un 14%. Se observa un grupo bastante compacto que pertenece a las 
mandarinas tipo “Arrayana”. Se diferenció claramente la ubicación en un grupo aparte, 
correspondiente a limas ácidas denomindas Tahití y Pajarito, debido a que estos no 
proceden de especies de mandarinas, como los demás. Estos resultados concuerdan 
con los obtenidos por Garcia – Lor et al., (2013), quien evaluó marcadores microsatélites 
SSR y obtuvo un grado de diferenciación bastante alto entre las diferentes especies de 
Cítricos. En análisis de coordenadas principales obtuvo una mayor dispersión entre las 
introducciones de C. reticulata, comparadas con las introducciones de C, médica y C. 
máxima. Las introducciones de C. sinensis y C. aurantium estuvieron más más 
relacionada con C. reticulata que a C. máxima. Introducciones de C. limon estuvieron 
claramente posicionada entre la C. médica y C. aurantium. El análisis de 
correspondencia múltiple logro diferenciar a los tangelos de las demás mandarinas y 
agrupo a las mandarinas clementinas e híbridos en un solo cluster (Figura 9). Estos 
resultados sugieren que los marcadores microsatélites RAMs, logran diferenciar grupos 
de cítricos a nivel intrerespecifico. 
62 CARACTERIZACIÓN MOLECULAR DE GENOTIPOS DE MANDARINAS Citrus 
















FIGURA 9. Análisis de correspondencia múltiple (ACM) para las muestras evaluadas y 
construidas utilizando los datos obtenidos mediante seis marcadores moleculares 
microsatélite RAMs. 
 
2.1.1. Distancia Genética 
 
La mayor distancia genética fue para las poblaciones P12 y P7  (0,442), que corresponde 
a las poblaciones de limas ácidas y mandarinas tangor respectivamente, seguido de las 
poblaciones P1 y P12 (0,392), de “Arrayanas” y limas ácidas (Tabla 11). En general la 
población que presentó mayor distancia genéticas con respecto a las demás fue la 
población 12, estos resultados confirman que las limas ácidas no comparten dentro de 
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TABLA 11. Distancias genéticas entre las doce agrupaciones de mandarinas y grupos 
afines del banco de germoplasma de cítricos y las colecciones de trabajo de los centros 
de investigación Palmira, La Suiza y La Libertad. 
 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 
P2 0,106 xxxx          
P3 0,144 0,132 xxxx         
P4 0,168 0,127 0,093 xxxx        
P5 0,219 0,223 0,192 0,117 xxxx       
P6 0,176 0,156 0,103 0,102 0,106 xxxx      
P7 0,284 0,257 0,222 0,204 0,182 0,110 xxxx     
P8 0,266 0,256 0,222 0,190 0,235 0,192 0,172 xxxx    
P9 0,204 0,234 0,220 0,198 0,208 0,195 0,283 0,204 xxxx   
P10 0,241 0,276 0,235 0,261 0,177 0,169 0,204 0,298 0,155 xxxx  
P11 0,296 0,331 0,258 0,252 0,219 0,218 0,264 0,308 0,227 0,159 xxxx 
P12 0,392 0,350 0,363 0,296 0,396 0,279 0,442 0,397 0,296 0,258 0,284 
            
 
Las poblaciones que presentaron menor distancia genética son P3 y P4 (0,093), que 
corresponden a mandarinas “Arrayana” del C.I. La Libertad y mandarinas no comerciales 
de Citrus reticulata. Estos resultados pueden explicarse por el origen de cada uno de los 
individuos de mandarinas que en su mayoría son desconocidos, por las relaciones con 
los parentales o porque la asignación de un nombre de cultivar o introducción pudo haber 
sido de forma aleatoria sin una caracterización molecular, dando lugar a posibles errores 
en la asignación o la duplicación de material. Por estas razones, los estudios moleculares 
son importantes para la detección de errores de identificación y redundancias (Krueger y 
Navarro, 2007). 
 
El dendrograma para las doce poblaciones construido mediante el método UPGMA 
(Figura 10 y con un  bootstrap de 1000 repeticiones), mostró un alto porcentaje de loci 
que soportan la formación de los nodos (Tabla 12)  lo que indica una alta confiabilidad de 
los loci microsatélites utilizados en el análisis de diversidad genética de mandarinas y 
especies afines y confirma la efectividad  de la técnica molecular RAMs para la 
diferenciación entre grupos intraespecificos. 
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TABLA 12. Información de los loci que soportan la construcción del dendrograma de 
distancias de las doce agrupaciones correspondientes a los genotipos de mandarinas 
encontrados en el banco de germoplasma y colecciones de trabajo. 
Nodos Proporción de réplicas 
similares (1000 
repeticiones) 
Numero de loci que 
soportan el nodo 
% total de loci que 
soportan el nodo 
1 99,7 10 10,53% 
2 79,5 2 2,11% 
3 80,1 10 10,53% 
4 77,4 1 10,50% 
5 93,5 1 10,50% 
6 64 10 10,53% 
7 47,3 4 4,21% 
8 91,3 24 25,26% 
9 28,3 10 10,53% 
10 47,9 6 63,20% 
11 100 95 100,00% 
 
En la figura 10, se confirma que de las doce poblaciones evaluadas, 11 comparten algún 
rasgo genético con mandarinas a excepción del grupo de las limas ácidas, que se 
diferenció de las demás poblaciones. Se resaltan las poblaciones 1, 2 y 3 denominadas 
“Arrayana”s de C.I. La Suiza, C.I. La Libertad y C.I Palmira, ya que se agruparon en un 
solo nodo, estando altamente relacionadas, lo que indica que estas poblaciones 
comparten algunos genotipos o que son duplicados de los mismos. 
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FIGURA 10. Dendrograma de las doce agrupaciones correspondientes a los genotipos 
de mandarinas encontrados en el banco de germoplasma y colecciones de trabajo. 
 
2.1.2. Análisis de varianza molecular 
 
El análisis de varianza molecular AMOVA se utilizó para verificar si existe diferenciación 
de las poblaciones de acuerdo con el criterio de agrupamiento seleccionado, para este 
caso corresponde al agrupamiento por grupo taxonómico. En este análisis se asumió que 
cada uno de los doce grupos correspondía a una población separada. 
 
FIGURA 11. Porcentajes de variación del análisis de varianza molecular para 
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El análisis de varianza molecular para los doce grupos (Tabla 13) muestra que existe una 
variación entre los individuos de cada población, con un porcentaje de diferenciación del 
66% (Figura 11). Esta alta variación podría indicar la existencia de subpoblaciones dentro 
de cada grupo debido a los grupos taxonómicos. El 34% restante se debe al componente 
de varianza genética entre las poblaciones, el cual fue altemente significativativo (P> 
0,010), indicando que existe una alta diferenciación genética entre los doce grupos de 
mandarinas y especies cercanas evaluadas.  
 
TABLA 13. Análisis de varianza molecular para los doce grupos formados. 
Fuentes de variación  GL Suma de cuadrados CM Porcentaje de 
la variación 
Entre población  11 656,009 59,637 34 ** 
Dentro de la 
población 
99 1077,072 10,880 66 ns  
Total 110 1733,081  100 
 
Estos resultados quizá se deban a que se trabajó con introducciones conservadas en el 
banco de germoplasma de cítricos y colecciones de trabajo de cítricos de dos centros de 
investigación, y no se hizo un muestreo específico para análisis de poblaciones 
representativos de las diferentes regiones donde se cultivan los cítricos, indicando que 
las poblaciones de Santander y Villavicencio, pueden ser copias del Banco de 
germoplasma de cítricos de Palmira. Otro aspecto importante es que las introducciones 
de cítricos del banco de germoplasma se hicieron por características de interés puntual, 
básicamente referidas a producción, precocidad y calidad de fruta y no se hizo tomando 
como criterio un análisis genético detallado, además de lo anterior en Colombia no se 
hacen trabajos de mejoramiento genético en cítricos y no se introducen nuevos 
genotipos, lo que disminuye la posibilidad de ampliar la base genética del banco. Estos 
resultados también sugieren la necesidad de ampliar las colecciones e incluir regiones de 
muestreo. 
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2.2. GENOTIPIFICACIÓN DE MATERIALES 
COMERCIALES DE MANDARINAS “ARRAYANA”, 
ONECO Y LISA SANTADEREANA CON 
MARCADORES MOLECULARES RAMS 
 
Para contribuir al conocimiento de la estructura genética de las mandarinas cultivadas en 
Colombia, este estudio incluyó el análisis de mandarinas “Arrayana”s, Ica Bolo, Oneco, 
lisa santadereana que se consolidaron en 4 grupos de acuerdo con las zonas de 
procedencia, el grupo uno corresponde a mandarinas Arrayanas Ica Bolo, Oneco y 
Santadereana del banco de germoplasma de cítricos, el grupo 2 corresponde a 
mandarinas “Arrayana”, Ica Bolo y Oneco de la colección de plantas microinjertadas a 
partir de ápices caulinares in vitro como estrategia de saneamiento contra algunas 
enfermedades sistemicas, el grupo tres está compuesto por mandarinas “Arrayana” y lisa 
santandereana de la colección de trabajo de C.I. La Suiza en Santander y el grupo 4 se 
compone de mandarinas “Arrayana”, Lisa santandereana y Dancy, procedentes del C.I 
La Libertad en Villavicencio. Como se mencionó anteriormente debido a que los 
marcadores moleculares tipo microsatélites RAMs no lograron hacer una diferenciación 
interespecifica, se evaluaron 2 plantas de limas ácida Mejicana y lima ácida Pajarito 
como controles de diferenciación. 
 
2.2.1. Marcadores moleculares RAMs 
 
Los ocho cebadores utilizados generaron un patrón total de 134 bandas que fluctuaron 
entre 10 para el cebador TG y 22 para el cebador GT. El número de bandas polimórficas 
varío entre 10 para el cebador CT y 20 para los cebadores GT y CA (Tabla 14). Los 
pesos  moleculares de cada uno de los fragmentos microsatélites RAMs generados 
osciló 200 y 2000 pb.  
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TABLA 14. Número de bandas totales y polimórficas, Heterocigosidad promedio estimada y porcentaje de 
loci polimórficos para ocho cebadores RAMs evaluados en 51 materiales de mandarinas. 











CCA 16 14 0,33 0,06 
CT 10 10 0,32 90,00 
CGA 11 11 0,44 100,00 
GT 22 20 0,32 81,81 
ACA 15 11 0,21 66,67 
CA 21 20 0,21 52,38 
TG 21 19 0,38 90,47 
AG 18 18 0,43 100,00 
Población Total 0,24 61,94 
La heterocigosidad promedio esperada (He), para la población total fue de 0,24, lo que 
indica un bajo polimorfismo genético en la población de mandarinas cultivadas y 
conservadas en tres zonas de Colombia. Estos resultados pueden explicarse debido a 
que la mandarina “Arrayana” al parecer fue introducida al banco de germoplasma de 
cítricos solo hasta 1983 (Caicedo, 2004), sin embargo existen algunos reportes de su 
cultivo en diferentes zonas del país en épocas previas a la introducción. Adicional a esto, 
entre las décadas de los 70 y 80, varios investigadores hicieron entrega de diferentes 
variedades de mandarinas a los productores, entre las que se encuentran Ica Amaime, 
Ica Jamundí , Ica Bolo y Oneco nucelar. Los cultivares se entregaron para diferentes 
zonas del país y se tomaron como materiales nativos o naturalizados, sin conocer su 
estructura genética (Gomez et al., 2008). 
 
Como se observa en la tabla 14, los valores más altos de heterocigosidad esperada para 
las mandarinas cultivadas se presentan con los cebadores CGA (0,43), AG (0,43) y TG 
(0,38), mientras los valores más bajos se presentaron con los cebadores CA y CCA 
(0,21), estos resultados indican que los cebadores CGA, AG y TG, son útiles para el 
estudio de diversidad en mandarinas, además se confirma el poder discriminante del 
cebador CGA. Resultados similares fueron reportador por Londoño, (2012), en estudio de 
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diversidad de Passifloras, donde el cebador CGA, fue el de mayor aporte al estudio con 
un heterocigosidad estimada de 0,32. Morillo, et al. (2009) reporta en el estudio de 
diversidad genética de naranjas una heterocigosidad promedio estimada de 0,25 para la 
población total revelando un bajo polimorfismo genético. El cebador TG fue el que hizo el 
mayor aporte a la variación genética con una heterocigosidad estimada de 0,34. 
Resultados de baja diferenciación genética fueron reportados por Orduz, et al, (2012), 
quienes evaluaron 10 individuos de mandarina “Arrayana” con marcadores moleculares 
dominantes tipo AFLP, encontrando que todos los materiales evaluados correspondían a 
un solo clon. No se tienen más reportes de estudios de diversidad genética en 
mandarinas con “variedades” locales.  
 
El porcentaje promedio de loci polimórficos obtenidos en este estudio fue de 61,94% 
(Tabla 14), confirmando los resultados de diversidad media en los materiales evaluados, 
estos resultados indican que en el 62% de los casos el alelo más repetido tiene una 
frecuencia menor del 95%. Resultados similares fueron reportados por Morillo et al. 
(2009) en naranjas. En este estudio los loci microsatélites RAMs mas polimórficos fueron 
AG y CGA, con una porcentaje del 100 por ciento. Estos resultados indican una alta 
correlación entre los parámetros de heterocigosidad esperada y porcentaje de loci 
polimórfico. Posiblemente el alto polimorfismo encontrado se deba a una mayor 
frecuencia entre los sitios de hibridación y las cadenas complementarias de ADN de esas 
secuencias, lo que indica una alta presencia de dos regiones microsatélites en el ADN 
nuclear de las mandarinas. 
 
El coeficiente de diferenciación genética (Fst), obtenido al evaluar los 51 genotipos de 
mandarinas cultivadas de las regiones de Santander, Villavicencio y Palmira, con ocho 
marcadores moleculares microsatélites RAMs, fue de 0,27, con una desviación estándar 
de 0,02 (Tabla 15), indicando una gran diferenciación genética de acuerdo con Wright 
(1978), donde valores de Fst, mayores a 0,25 muestra gran diferenciación genética. 
 
TABLA 15. Diferenciación poblacional, estadístico Fst para 51 materiales de mandarina 
evaluados con ocho cebadores RAMs. 
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Cebador Fst DS 
CCA 0,28 0,07 
CT 0,23 0,04 
CGA 0,32 0,08 
GT 0,23 0,04 
ACA 0,17 0,05 
CA 0,18 0,06 
TG 0,43 0,06 
AG 0,18 0,04 
Población Total 0,27 0,02 
 
El cebador GT, fue el que mayor aporte hizo a la variación con un Fst de 0,43 (Tabla 15), 
lo que confirma el poder discriminante de este cebador, y que puede ser útil para lograr 
una mayor diferenciación entre las poblaciones de mandarinas 
2.2.2. Análisis descriptivo. 
 
El dendrograma resultante del análisis numérico de los perfiles de 51 introducciones de 
mandarinas mediante el coeficiente de Nei –Li, a un nivel de similaridad de 0,75, 
diferenció la población de mandarinas en cuatro grupos (Figura 12) 
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FIGURA 12. Dendrograma de la estructura genética de 51 introducciones de mandarinas  
“Arrayana” basado en el coeficiente de Nei –Li y calculado de los datos combinados de 
ocho marcadores microsatélites RAMs. 
El grupo 1 está conformado por las mandarinas “Arrayanas” de Santander Villavicencio, y 
Palmira tanto del banco de germoplasma como las conservadas en casas de malla 
antipulgón, indicando que hay poca variación entre estos grupos, se puede asumir que 
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comparten el mismo parental. La mandarina “Arrayana” es un cultivar del productor, no 
se conoce el origen y no es reconocida como una variedad por otros bancos de 
germoplasma a nivel mundial. 
 
De acuerdo con Orduz, et al., (2012), la mandarina “Arrayana” de Corpoica en el C.I. La 
Libertad en Villavicencio, posee homogeneidad morfológica y molecular, presentando 
característica de estabilidad genética que se transmiten de una generación a otra y con 
los resultados de un estudio de variabilidad con marcadores AFLPs de 10 árboles se 
concluyó que estos árboles presentaban el mismo genotipo y correspondían a un solo 
clon. Dentro de este mismo grupo se encuentran las mandarinas del banco de 
germoplasma denominadas nativas Armenia, Ginebra y Criollas BG42, BG47 y BG32, 
que hacen parte del resultado de investigación de una colección nacional de materiales 
de cítricos sobresalientes por características de producción y de calidad de fruta, al 
parecer estos materiales corresponden a un mismo genotipo (Figura 12). Dentro de este 
grupo se encontraron las mandarinas ICA Amaime, ICA Jamundí e ICA Bolo, tanto del 
banco de germoplasma como las de la colección de plantas microinjertadas. Dentro del 
mismo grupo pero con una distancia genética más amplia se agruparon las mandarinas 
Oneco, tanto del banco de germoplasma como las conservadas en casas de malla 
antipulgón, lo que indica que con un nivel de similaridad del 0,9 estas mandarinas 
corresponden al mismo genotipo (Figura 12).  
 
En el grupo 2, se encuentran las mandarinas denominadas mandarinas Santandereanas, 
con un nivel de similaridad del 0,75 se agruparon las introducciones del banco de 
germoplasma de cítricos en Palmira y las de las colecciones de trabajo de Santander y 
Villavicencio, lo que indica que estos materiales son muy cercanos genéticamente y que 
corresponden a genotipos similares. No se tiene información acerca de su origen 
genético y no se reconoce como una variedad ante la comunidad científica. Al igual que 
el grupo 1, estos materiales son de amplia distribución y aceptación en los mercados del 
país por lo que es necesario determinar el origen genético, que permita desarrollar otros 
trabajos en pro de la mejora en la producción, además para determinar si corresponden o 
no al mismo genotipo. 
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El grupo 3 corresponde a dos introducciones de mandarinas denominadas Dancy y Fina 
del Llano”, ambas de Villavicencio del centro de investigación La Libertad. El grupo 4 
corresponde a limas ácidas Tahití y pajarito, que se utilizaron como grupo contrastante.  
Estos resultados indican que los marcadores microsatélites tipo RAMs, logran discriminar 
entre diferentes grupos de cítricos. 
 
En el análisis de correspondencia múltiple (ACM), (Figura 13) se observa claramente la 
relación que existe entre los individuos evaluados, la distribución en el espacio logra 
discriminar cinco grupos con una explicación de la variabilidad del 90%, donde el grupo 1 
y el grupo 2, que corresponde a mandarinas “Arrayana”s y Oneco están altamente 
relacionados y tiene una discriminación del 86%, compartiendo la misma ubicación, lo 
que indica una baja distancia genética. Se puede observar como el grupo 3, formado por 
las mandarinas lisa Santadereana, se aleja de los demás grupos. Este grupo es de 
bastante interés ya que no se conoce su origen genético, la cual podría tratarse de una 








FIGURA 13. Análisis de correspondencia múltiple (ACM) para 51 individuos de 
mandarinas “Arrayana” utilizando los datos de ocho marcadores moleculares 
RAMs. 
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El grupo 4 corresponde a las mandarinas Dancy  y Fina del llano de Villavicencio, el 
grupo 5 se ubica bastante alejado de los demás grupos, lo que indica que el flujo 
genético entre estos individuos es totalmente diferente de los demás. Es interesante 
observar como a partir del ACM, se podría ubicar dos grandes grupos, el primero 
corresponde a los materiales que comparten en su origen genético mandarinas, como 
una de las principales especies involucradas en el origen de los cítricos cultivados y el 
segundo grupo estaría conformado por limas acidas cuyo origen está dado por el cruce 
entre Papedas y Citrus medica (Ollitrault, et al.,2012), resultados similares fueron 
reportados por Luro et al. (2011), en estudio de diversidad genética y química de cidros y 
especies relacionadas a partir de marcadores nucleares y citoplasmáticos y la 
composición de aceites esenciales de hojas  donde el análisis logro una separación de 
los limones y limas de los demás grupos de naranjas, mandarinas y pomelos.  
 
2.2.3. Distancia Genética entre los grupos 
 
La mayor distancia genética se presentó entre los grupos 2 y 4 (0,376), que corresponde 
a grupos formados por mandarina “Arrayana” y mandarina Oneco de las colección de 
plantas microinjertadas de cítricos del C.I. Palmira y los materiales cultivados y 
conservados en el centro de investigación La Libertad en Villavicencio, que incluye, 
mandarinas “Arrayana”, mandarina lisa santandereana que es una “variedad del 
agricultor” y mandarinas Dancy. La menor distancia genética se observa entre las 
poblaciones 1 y 2 (0,108), que corresponden a mandarinas “Arrayana”, Oneco, 
Santandereanas del Banco de Germoplasma como de la colección de plantas 
microinjertadas. Esta baja diferenciación se debe a que los materiales microinjertados 
proceden del banco de germoplasma por lo que se consideran clones. 
TABLA 16. Distancias genéticas entre las doce agrupaciones de mandarinas cultivadas 
del banco de germoplasma de cítricos y las colecciones de trabajo de los centros de 
investigación Palmira, La Suiza y La Libertad 
 
 








El dendrograma para los cuatro grupos construido mediante el método UPGMA y con un  
bootstrap de 1000 repeticiones mostró un alto porcentaje de loci que soporta la formación 
de los nodos lo que indica una alta confiabilidad de los loci utilizados en el análisis de 
diversidad genética de mandarinas. Los grupos correspondientes a Bancos de 
germoplasma (BG Palmira) y colección de plantas microinjertadas (CMPalmira), soportan 
un nodo. Se observa también la cercanía entre las poblaciones de Palmira y de C.I. La 
Suiza, esto posiblemente se deba al intercambio de material entre los dos centros de 
investigación, principalmente de mandarina “Arrayana”, la cual fue suministrada por el 
C.I. Palmira.  El soporte del cuarto nodo está conformado por los grupos de C.I. La Suiza 
y C.I. La Libertad, ya que comparten dentro de sus individuos, mandarinas “Arrayana” y 












 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
Grupo 1 xxxx    
Grupo 2 0,10 xxxx   
Grupo 3 0,14 0,28 xxxx  
Grupo 4 0,21 0,37 0,16 xxxx 
BG Palmira 
CM Palmira 
C.I. La Suiza 
C.I. La Libertad 
FIGURA 14. Dendrograma de las cuatro agrupaciones correspondientes a los lugares de 
procedencia de mandarinas construido mediante el método UPGMA con un  bootstrap de 
1000 repeticiones usando el programa TFPGA 
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2.3. CARACTERIZACION CON MARCADORES 
MOLECULARES MICROSATELITES. 
 
2.3.1. Número de Alelos y Número de Alelos Efectivos 
 
Los catorce marcadores microsatélites utilizados en esta investigación amplificaron 
exitosamente y fueron polimórficos, obteniéndose un total de 64 alelos. (Figura 15), El 
número de alelos por locus detectados en la población estudiada con los 14 marcadores 
microsatélites vario entre 3 alelos (para el loci Ci06A05b) y 6 (para los loci Ci01C07, 
Ci02A04 y Ci02B07). El número promedio de alelos por locus microsatélites fue de 4,57, 
(Tabla 17). Estudios realizados por Froelicher et al.,(2008), reportaron la presencia de 
entre 2 y 7 alelos para los 14 marcadores utilizados, en un estudio que se desarrolló en 
29 individuos de la colección de trabajo de Citrus reticulata Blanco, en Vietnam. 
 
FIGURA 15. Patrones de bandas obtenidos con el microsatélite mCrCIR01E02. Nótese 
los diferentes patrones de bandas (alelos) obtenidos en las zonas de recuadro. 
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TABLA 17. Número de alelos (NA); Número total de alelos por marcador (NTA); Número 
promedio de alelos (NPA), frecuencia de alelos nulos (r) y número efectivo de alelos 




NA ENA r 
Ci01C07 6 4,867 -0,0951 
Ci01C09 4 3,083 -0,1867 
Ci01D12 4 3,25 0,0818 
Ci01H05 4 2 -0,1908 
Ci02A04 6 5,333 -0,0025 
Ci02B07 6 4,317 -0,0063 
Ci02F03 5 3,75 0,0033 
Ci02F07 4 3,667 -0,1649 
Ci06A05b 3 2,5 -0,0682 
Ci07B09 5 3,25 -0,1060 
Ci07C09 4 3,25 -0,1105 
mCrCIR01B02 5 3,25 -0,0568 
mCrCIR01E02 4 1,667 -0,0520 
mCrCIR08A03 4 1,667 -0,1329 
NTA 64     
NPA 4,571   
 
En estudios desarrollados por Garcia – Lor et al. (2013), para determinar la diversidad 
genética y la estructura poblacional interespecifica de especies cultivadas de mandarinas 
y otras especies como Citrus máxima y Citrus médica utilizando los marcadores SRR 
Ci02B07, Ci02F07, Ci07C09, encontraron que el número de alelos para mandarinas vario 
entre 8 y 4 para los cuatro locus. Estos resultados indican que el número de alelos 
detectados por un marcador microsatélite en un estudio de diversidad genética, 
dependen de las especies utilizadas y de la técnica de detección; así por ejemplo para el 
marcador Ci02B07, Froelicher et al., (2008) detecto 4 alelos para este locus en geles 
denaturantes de policarilamida al 5%, Garcia – Lor et al. (2013), detecto 8 alelos para 
este mismo marcador utilizando sistemas de electroforesis capilar, y en este estudio 
utilizando geles denaturantes de poliacrilamida al 6% se detectaron 6 alelos, este 
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resultado quizá se deba a la inclusión de diferentes variedades de mandarinas, lo que 
amplía los conocimientos sobre la diversidad genética. Snoussi et al. (2012), utilizaron 20 
marcadores microsatélite para el estudio de diversidad genética de portainjertos de 
cítricos del banco de germoplasma de Tunez, en este estudio se incluyó el marcador 
SSR mCrCIR01E02, encontrando que el número de alelos para este locus fue de 7 
alelos, contrario a lo obtenido en este estudio que fue de 4 alelos. 
 
Se consideraron alelos nulos cuando la muestra de un individuo fue amplificada más de 
dos veces sin obtener resultados, encontrándose  alelos nulos en los microsate.lites 
Ci07C09 y Ci06A05b (Tabla 17). La frecuencia de los alelos nulos, es una de las 
principales causas de desviación del Equilibrio de Hardy-Weinberg (Pemberton et al., 
1995). 
 
El número efectivo de alelos (ENA) hace referencia a los alelos con capacidad de pasar a 
la siguiente generación (Kimura y Crow 1964), esta medida puede proporcionar un buen 
indicador para determinar el aporte de cada uno de los marcadores al estudio de 
diversidad, en la medida en que el valor de ENA se acerque al número de alelos 
asignados. Para este estudio los valores de ENA tuvieron variaciones con respecto a los 
valores del número de alelos encontrados, según este criterio los marcadores más 
informativos son Ci01C07, Ci02A04, Ci02F07 y Ci01D12 y los menos informativos son el 
CrCIR07H06, mCrCIR01E02 y el Ci01H05, (Tabla 17), Estos resultados indican que los 
marcadores microsatélites utilizados se pueden considerar para otros estudios de 
diversidad genética en especies de cítricos  
 
La frecuencia de alelos nulos (r) es un indicador importante de la garantía de los 
resultados del análisis de microsatélites, sobre todo en estudios genéticos de una 
población, dicha frecuencia es calculada mediante un algoritmo interativo basado en las 
frecuencias esperadas y observadas de los genotipos analizados (Summers y Amos, 
1997), 
 
La frecuencia de alelos nulos (r), obtenidas para 12 de los marcadores microsatélites 
resulto negativo, en tanto que los valores obtenidos para los marcadores Ci02F03 y 
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Ci01D12 fueron positivos pero bajos de 0,0818 y 0,0033 respectivamente (Tabla 17), 
Estos resultados indican una alta confiabilidad para la lectura y asignación de genotipos a 
partir de los patrones de bandas que se obtuvo. De acuerdo con Posso (2011), la 
probabilidad de alelos nulos si es negativa o muy baja, puede considerarse que la 
presencia de una sola banda corresponde a un homocigoto y no a un heterocigoto con un 
alelo nulo. Estos resultados confirman la posibilidad de que no se presentaron individuos 
heterocigotos con la presencia de alelos nulos, indicando que con los alelos asignados se 
puede realizar el análisis de diferenciación, de estructura poblacional y  de flujo genético 
de una manera confiable. La existencia de un alelo nulo ocurre cuando un oligonucleótido 
como los usados y definidos en el presente trabajo no puede hibridar con el ADN, 
probablemente como consecuencia de la presencia de mutaciones puntuales, de forma 
que no sea por tanto detectable (Pemberton et al. 1995). 
 
2.3.2. Poder Discriminante y Probabilidad de Identidad 
 
El poder discriminante (Pd) estima la probabilidad de que un genotipo determinado no 
pueda ser distinguido de otros individuos elegidos al azar por sus perfiles genéticos en un 
determinado locus (Waits et al., 2001, Kirst et al., 2005). La probabilidad de identidad (PI) 
expresa la probabilidad de encontrar dos individuos con el mismo genotipo para un cierto 
loci en la población (Kirst et al 2005). 
 
Como se muestra en la tabla 18, la media de la probabilidad de identidad (PI) obtenida en 
este estudio es 0,422 y osciló entre 0,067 para el marcador Ci01C07 y 0,759 para el 
marcador mCrCIR01E02. Entre más bajos sean los valores de PI, más informativos son 
los locus microsatélites, con este criterio se pueden seleccionar a los marcadores 
microsatélites Ci01C07 y Ci02A04, como los más informativos y el marcador 
mCrCIR01E02 como el menos informativo. Debido a que el valor de PI depende del 
número de alelos para cada locus, los marcadores más informativos presentaron el 
mayor número de alelos, resultado que corrobora lo obtenido con los análisis anteriores 
(ENA). 
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TABLA 18. Número de alelos (NA), poder discriminante (Pd) y probabilidad de identidad 
(PI) de los 14 microsatélites utilizados en las 111 muestras analizadas. 
Marcador SSR NA Pd PI 
Ci01C07 6 0,93 0,067 
Ci01C09 4 0,49 0,506 
Ci01D12 4 0,49 0,508 
Ci01H05 4 0,54 0,460 
Ci02A04 6 0,81 0,189 
Ci02B07 6 0,58 0,424 
Ci02F03 5 0,61 0,392 
Ci02F07 4 0,64 0,364 
Ci06A05b 3 0,73 0,275 
Ci07B09 5 0,44 0,558 
Ci07C09 4 0,45 0,548 
mCrCIR01B02 5 0,48 0,521 
mCrCIR01E02 4 0,24 0,759 
mCrCIR08A03 4 0,66 0,338 
Combinado  1.00 3,2 x 10
-9
  
Promedio 4,571 0,578 0,422 
DS 0,903  0,166 0,166 
                         DS: Desviación estándar. 
 
El valor acumulativo total de la PI del conjunto de los 14 microsatélites fue muy bajo 3,2 x 
10-9, esto resultados confirman el gran poder discriminativo del conjunto de marcadores 
seleccionados en este estudio, es decir que para las muestras de mandarinas evaluadas 
en el banco de germoplasma de Corpoica Palmira y las colecciones de trabajo de los 
centro de investigación la Suiza y la Libertad, existe una probabilidad de 3,2 x 10-9 de 
seleccionar dos individuos al azar que contengan el mismo genotipo.  
 
Dado que el Pd es la probabilidad que dos muestras tomadas al azar puedan ser 
distinguidas por sus perfiles genéticos, el valor de Pd combinado para los 14 marcadores 
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fue de 1.00 lo que indica que las muestras evaluadas pueden diferenciarse con una 
probabilidad del 100% de exactitud (Tabla 18). El Pd para la combinación de los cuatro 
primeros sistemas Ci01C07, Ci01C09, Ci01D12, Ci01H05, osciló entre 0,98 y 1, lo que 
sugiere que los marcadores utilizados en este estudio son adecuados para revelar 
polimorfismo y diferenciar muestras en las poblaciones evaluadas 
 
2.3.3. Riqueza Alélica e Índices de Diversidad Genética 
 
En el tabla 19  se puede observar los resultados de riqueza alélica (RA), heterocigosidad 
observada (Ho), heterocigosidad esperada (He) obtenidos para los 14 microsatélites 
utilizados. 
 
La heterocigosidad esperada (He) se calculó a partir de la frecuencia de cada uno de los 
alelos asumiendo el equilibrio de Hardy-Weinberg (Nei, 1987) donde la composición 
genética de una población natural permanece en equilibrio mientras no actúen la 
selección natural, ni ningún otro factor como la mutación o la deriva, La heterocigosidad 
esperada es un indicador del nivel de información del locus, la cual es insuficiente por 
debajo de 0,5. La heterocigosidad observada (Ho), hace referencia a la proporción de 
individuos heterocigotos presentes y observados en una muestra poblacional. 
 
La heterocigosidad promedio observada (Ho) de la población estudiada fue de 0,81 
siendo este un valor alto para el conjunto de alelos tipificados, la Ho varió desde 0,57 
(loci Ci01C09 y mCrCIR01B02) a 0,96 (Ci07B09), y el valor de 0,96 indica que para esta 
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TABLA 19. Heterocigosidad esperada (HE), Heterocigosidad observada (Ho), Riqueza 
Alélica, número de heterocigotos (NHe) y número de homocigotos (NHo) y contenido de 
información polimórfico (PIC) para cada uno de los 14 microsatélites estudiados. 
Marcador 
SSR 
NHe NHo Ho He RA PIC 
Ci01C07 73 38 0,67 0,66 2, 91 0,61 
Ci01C09 79 32 0,57 0,71 2,31 0,65 
Ci01D12 72 39 0,77 0,65 2,37 0,58 
Ci01H05 74 37 0,86 0,67 2,46 0,60 
Ci02A04 71 40 0,86 0,64 2,37 0,57 
Ci02B07 78 33 0,86 0,7 2,59 0,65 
Ci02F03 82 29 0,92 0,74 2,71 0,65 
Ci02F07 72 39 0,93 0,65 2,41 0,65 
Ci06A05b 80 31 0,73 0,72 2,7 0,65 
Ci07B09 75 36 0,96 0,68 2,49 0,62 
Ci07C09 74 37 0,77 0,67 2,6 0,62 
mCrCIR01B02 63 48 0,57 0,57 2,21 0,52 
mCrCIR01E02 84 27 0,86 0,76 2,81 0,72 ** 
mCrCIR08A03 69 42 0,93 0,62 2,31 0,55 
Promedio 75 36 0,81 0,67 2,49 0,62 
DS 5,52 5,32 0,125 0,045 0,164 0,05 
 DS: Desviación estándar. N. Número de individuos 
 
En general, para cada marcador la heterocigosidad esperada (He) fue menor que la 
heterocigosidad observada (Tabla 19), a excepción del marcador Ci01C09 que mostró el 
único valor de Ho menor que He.  Este marcador presentó 4 alelos y una probabilidad de 
identidad de 0,50, la cual idican que este marcador microsatélite no aporta al estudio de 
diversidad puesto no se encuentra en equilibrio de HW. Estos resultados se pueden 
explicar debido a que en muchos cítricos presentan esterilidad y/o incompatibilidad que 
evitan la formación de semillas. Se tiene en cuenta que la esterilidad es un fenómeno que 
en la mayoría de casos se produce en forma parcial, de hecho, el número de semillas de 
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casi todos los genotipos es menor que el número de óvulos, lo que expresa un cierto 
grado de esterilidad en todos ellos (Ollitrault et al., 2007). Además, en algunos casos la 
esterilidad viene determinada por factores ambientales como es el caso de la esterilidad 
masculina en las satsumas por bajas temperaturas. En el caso de la satsuma, la 
esterilidad femenina esta controlada por dos genes (Omura et al., 2000). 
 
La heterocigosidad media obtenida (He promedio) fue de 0,67 y osciló entre 0,57 (locus 
mCrCIR01B02) y 0,76 (locus mCrCIR01E02), lo que mustra una alta diversidad genética 
de los materiales evaluados. Estos resultados difieren de los obtenido por Froelicher et 
al. (2008), quienes utilizando los mismos marcadores obtuvieron una He promedio de 
0,39 con un rango entre 0,1 (locus mCrCIR08A03) y 0,73 (locus mCrCIR01B02). Por otra 
parte Garcia - Lor et al. (2013) en el estudio de diversidad de mandarinas utilizando 50 
marcadores microsatelites SSR obtivieron una He promedio de 0,31, donde la He 
promedio obtenido para los marcadores (Ci02B07, Ci02F07 y Ci07C09), fue de 0,44. De 
igual manera Snoussi, et al. (2012), reportó una He promedio de 0,55, cuando utilizó 20 
marcadores SSR, en un estudio sobre diversidad de portainjertos de cítricos de Tunez. 
La He para el marcador mCrCIR01E02, reportada por Froelicher et al. (2008) es de 0,65 
y la reportada por Snoussi, et al. (2012) es de 0,54 y la obtenida en este estudio (tabla 
19), es de 0,76, lo que indica que los valores de He, varian de acuerdo con el grupo 
varietal y con el número de individuos. Novelli et al. (2006)  desarrollaron y caracterizaron 
marcadores moleculares microsatélites para naranja dulce Citrus sinensis de la colección 
de germoplasma del instituto Silvio Moreira de Brasil, encontrando valores de He en un 
rango comprendido entre 0,49 y 0,57 con un promedio de 0,50, y una heterocigosidad 
observada (Ho) entre 0,88 y 1.00 y una Ho promedio de 0,99, que son valores 
contrastantes en comparación con los encontrados en el presente estudio.  
 
Golein et al. (2005) reportaron el aislamiento y caracterización de siete loci microsatélites 
polimórficos en 32 cultivares de Citrus limon. Estos marcadores produjeron entre 4 y 9 
alelos por loci con un promedio de 6.14. Los valores de heterocigosidad promedio 
observada oscilaron entre 0,43 y 0,72. Los niveles de polimorfismo encontrados en este 
estudio sugieren que estos loci microsatélites pueden ser una herramienta importante 
para estudios genéticos en Citrus. Luro et al. (2008) estimó el porcentaje de loci 
heterocigotos entre 40% y 45% en naranja Valencia y naranja agria de la colección de 
germoplasma de Marruecos.  
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La riqueza alélica (RA) que proporciona una idea de la diversidad alélica 
independientemente del número de muestras analizadas, fue estimada con una muestra 
uniforme de individuos y los valoresde obtenidos oscilaron entre 2,21 (mCrCIR01B02) y 
2,91 (Ci01C07), siendo el Ci01C07 el marcador más diverso. Lo anterior confirma los 
resultados encontrados en la probabilidad de identidad (PI) y en el poder discriminante 
(Pd), (Tabla18).El promedio de RA obtenido para todos los marcadores fue 2,49. 
 
2.3.4. Contenido de Información Polimórfica (PIC) 
 
El contenido de información polimórfica (PIC) representa las posibles combinaciones 
entre los distintos alelos obtenidos y es un índice de la capacidad informativa de cada 
uno de los microsatélites. Para un marcador genético se define como la probabilidad de 
que un descendiente de una pareja sea informativo, es decir, que se pueda deducir el 
origen parental de cada uno de los alelos de ese locus. El PIC junto con ENA sirven para 
evaluar la utilidad de un determinado locus de un marcador molecular para distinguir 
entre los individuos analizados. 
 
El PIC ha sido ampliamente usado como un descriptor del grado de información que 
ofrece un determinado sitio del genoma (Torres, 2008). Valores de PIC superiores a 0,5 
indican loci altamente polimórficos, valores entre 0,25 y 0,5 medianamente informativos y  
valores inferiores a 0,25 poco informativos. 
 
Como se muestra en la tabla 19, el PIC promedio de todos los marcadores microsatélites 
fue de 0,62 el cual osciló entre 0,51 (en loci mCrCIR01B02) y 0,79 (loci mCrCIR01E02), 
siendo este último el que presentó los valores más altos. Estos resultados confirman los 
encontrados en la probabilidad de identidad y el poder discriminante, arrojando 
información confiable y de utilidad para la construcción de mapas genéticos. Golein, et al. 
(2005), en un estudio de variabilidad genética de naranjas y mandarinas con 7 
marcadores microsatélites obtuvieron valores de PIC, entre 0,50 y 0,94. En este trabajo 
se concluyó que con los marcadores microsatélites usados se detectó la variabilidad en 
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la población de mandarinas pero tuvo baja variación en el grupo de naranjas. Barkley et 
al. (2006), en un estudio de diversidad genética de 370 individuos obtenidos a partir de 
semilla sexual de la colección de cítricos de la Universidad de California en Riverside, 
utilizando 24 marcadores microsatélites obtuvieron un PIC promedio de 0,62, con una 
oscilación de 0,24 a 0,91 encontrando alta diversidad genética Jannati et al. (2009), en 
un estudio de diversidad genética con 15 marcadores microsatélites SSR en especies de 
cítricos como mandarinas, naranjas, limones y cidros, del banco de germoplasma de 
IRAN obtuvieron un PIC de 0,63 para mandarinas, este resultado se diferenció de los 
obtenidos en limones con un PIC de 0,68 y en Naranjas un  PIC de 0,48.  
 
Los estudios realizados por Kijas et al. (1997), Filho et al. (1998), Novelli et al. (1999) 
Riaz et al. (2003), Barkley et al. (2006), Jannati et al. (2009) Amar et al. (2011) y Garcia –
Lor et al. (2013) mostraron que los marcadores SSR no podían distinguir entre cultivares 
de C. sinensis pero si de C. reticulata. Estos resultados quizá se deban al origen de las 
accesiones estudiadas, debido a que en estudios de morfología de los cítricos, se 
encontró que la especie Citrus  reticulata es muy heterogénea y que existen cultivares 
cuya multiplicación se da desde apomixis facultativa hasta cultivares de tipos sexuales 
(Barret y Rhodes, 1976). Una conclusión diferente fue dada para Citrus sinensis, en 
donde los miembros de esta especie han sufrido pequeñas variaciones o mutaciones al 
biotipo original, lo que resulta en tales variantes como ausencia de semillas, la 
pigmentación, entre otros (Barrett y Rhodes, 1976).  
 
En el trabajo de investigación de Garcia  - Lor et al. (2012), se observa un orden 
creciente de valores de PIC desde C. Médica, C. maxima, y C. reticulata para todos los 
tipos de marcadores (SNP, Indel, SSR). Sin embargo, los valores relativos fueron 
variables. Por ejemplo, las proporciones entre C. maxima y C. reticulata eran 0,54 o 0,92 
para el SNP y SSR, respectivamente. Estos resultados indican que en a  medida que se 
seleccionen y obtengan marcadores microsatélites altamente informativos para el estudio 
de diversidad alélica de los genes, permitirá optimizar las herramientas moleculares para 
estudios de genómica y de transcriptomica, ya que esta herramienta no permite la 
diferenciación entre individuos. La identificación de las áreas conservadas se puede 
utilizar para desarrollar cebadores o secuencias de hibridación específicas que permitan 
disminuir las fuentes de sesgo, como alelos nulos o probabilidad de identidad abriendo el 
camino para estudios de expresión alelo - específicas. 
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2.3.5. Diferenciación de las Poblaciones 
 
Los estadísticos de Wright (1931) miden la estructuración genética a diferentes niveles 
espaciales, por ejemplo en un conjunto de poblaciones de una misma especie o una 
población dividida en varias sub-poblaciones. 
 
TABLA 20. Valores de Fit, Fst y Fis obtenidos para cada uno de los catorce marcadores 
microsatélites utilizados y el valor total para la población evaluada. 
Marcador SSR Fit Fst Fis 
Ci01C07 -0,182 0,155 0,002 
Ci01C09 -0,057 0,274 0,232 
Ci01D12 -0,307 0,124 -0,146 
Ci01H05 -0,676 0,250 -0,258 
Ci02A04 -0,488 0,109 -0,327 
Ci02B07 -0,345 0,101 -0,209 
Ci02F03 -0,426 0,136 -0,232 
Ci02F07 -0,488 0,058 -0,402 
Ci06A05b -0,227 0,197 0,015 
Ci07B09 -0,692 0,142 -0,451 
Ci07C09 -0,299 0,135 -0,123 
mCrCIR01B02 -0,289 0,181 -0,055 
mCrCIR01E02 -0,547 0,292 -0,095 
mCrCIR08A03 -0,636 0,096 -0,480 
Toda la poblaciones -0,411 0,162 -0,182 
DS 0,193 0,070 0,198 
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2.3.6. Índice de Fijación Fst 
 
El Fst cuantifica la consanguinidad de las sub-poblaciones en relación con la población 
total de la cual forman parte, se interpreta como la proporción de la variación total 
atribuible a la diferenciación entre poblaciones (Caujapé, 2006). El valor de Fst 
encontrado para toda la población fue de 0,162 (DS=0,070; 10000 replicaciones lo que 
indica que existe una alta diferenciación genética de los grupos de acuerdo con la escala 
de Wright 1978) (Tabla 20).  
 
Los valores de Fst fueron altamente significativos para cada uno de los marcadores 
microsatélites utilizados, en donde los rangos de variación, oscilaron entre 0,05 
(Ci02F07) y 0,29 (mCrCIR01E02). Los valores promedio de Fst obtenidos por Garcia - 
Lor et al. (2012) en un estudio con 50 marcadores moleculares en la colecciones de 
germoplasma del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA, Valencia, 
España) y de la Estación de Investigaciones Agronómicas (INRA-CIRAD, Córcega, 
Francia) fueron de 0,41, encontrando una gran diferenciación genética de acuerdo con 
los grados de diferenciación propuestos por Wright, 1978. En este mismo trabajo se 
evaluaron los marcadores Ci02B07, Ci02F07 y Ci07C09 obteniendo un Fst de 0,34, 0,73 
y 0,54, respectivamente, contrario a lo obtenido en este trabajo donde los valores de Fst 
para estos marcadores fueron de 0,10, 0,06, 0,14 respectivamente. 
 
2.3.7. Índice de Fijación Fis 
 
El índice de fijación (Fis) cuantifica la consanguinidad de los individuos en relación con 
las sub-poblaciones a las que pertenecen. Este parámetro también se conoce como 
coeficiente de consanguinidad, porque ofrece una medida de la reducción de 
heterocigosidad de un individuo debida al apareamiento consanguíneo no aleatorio 
dentro de una población. Aunque Fis se calcula para cada locus analizado, su valor 
operativo es la media a través de los loci (Caujapé 2006, Posso, 2011). 
 
El valor promedio de Fis estimado  para toda la población con los datos obtenidos con los 
catorce marcadores microsatélites evaluados fue alto de 0,18 (Tabla 20), valor que 
también resultó negativo para once de los catorce marcadores microsatélites. Estos 
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resultados concuerdan con la alta heterocigosidad encontrada en las poblaciones. La 
magnitud del Fis, viene dada por el valor absoluto del índice, siendo bajo sí el valor está 
entre 0 y 0,05, medio si se encuentra entre 0,06 y 0,15, alto si se encuentra entre 0,16 y 
0,25 y muy alto si es mayor a 0,25. 
 
El valor de Fis para los marcadores microsatélites osciló entre -0,48 (loci mCrCIR08A03) 
y 0,23 (loci Ci01C09). Estos resultados difieren de los obtenidos por Garcia – Lor et al. 
(2012), quienes evaluaron diferentes especies de cítricos de las colecciones de 
germoplasma del Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias (IVIA, Valencia, 
España) y de la Estación de Investigaciones Agronómicas (INRA-CIRAD, Córcega, 
Francia) con 50 marcadores SSR, los resultados obtenidos indican un Fis de 0,05 para 
toda la población con una variación de -0,43 a 0,50 por loci. Estos resultados indican que 
la población está cerca del equilibrio HW, ya que la heterocigosidad observada está muy 
cercana a la heterocigosidad esperada. En este mismo trabajo los valores de Fis 
obtenidos para los marcadores Ci02B07, Ci02F07 y Ci07C09 fue de 0,06, 0,36 y -0,07, 
contrario a lo obtenido en este estudio cuyos valores de Fis obtenidos para estos 
marcadores fue -0,34, -0,49 y -0,29, todos negativos. El índice de fijación (Fis) no 
presentó valores significativos para la mayoría de los marcadores. 
 
De acuerdo con Wright (1931), los valores de Fis pueden tomar los siguientes valores: Si 
el valor de Fis es positivo, las poblaciones tienen un defecto de heterocigotos, el cual 
puede ser debido a la consanguinidad o a la selección, además, puede explicarse por la 
presencia de alelos nulos que dan la impresión falsa, de defecto de heterocigotos, o 
efecto de estructura poblacional que no se ha tenido en cuenta. 
 
Si las poblaciones están en equilibrio HW, entonces la He de las poblaciones será igual a 
la Ho y por lo tanto, el valor de Fis será igual a cero. Si el valor de Fis es negativo, las 
poblaciones presentan un exceso de heterocigotos, que puede ser explicado por una 
inmigración importante conducente a la heterogamia, selección a favor de individuos 
heterocigotos (selección sobredominante), reproducción cruzada obligada o algún 
mecanismo de autoincompatibilidad en la reproducción sexual de la especie. El Fis es el 
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único parámetro de estructuración poblacional que interviene en el cálculo de la tasa de 
reproducción cruzada (Posso, 2011).  
  
De acuerdo con lo anterior el exceso de heterocigotos encontrado en la población en 
estudio indica que hay factores que favorecen la variabilidad e indica que a pesar de la 
diferenciación fenotípica significativa entre las diferentes especies de mandarinas y de 
las demás especies de cítricos y aún entre varios géneros relacionados, estas son 
sexualmente compatibles (Barrett et al., 1997 y Wamasa, et al., 1988). Otro factor a 
considerar es que la mayoría de los especies de cítricos se caracterizan por la apomixis 
facultativa resultantes de una embriogénesis nucelar accidental (Kepiro y Roose, (2007). 
La estructura genética de los cítricos se caracteriza por su elevada heterocigosis 
(Ollitrault y Faure, 1992; Herrero et al., 1996; Luro et al., 2001). Estos aspectos han 
intervenido en la evolución intra -e inter-específica de cultivo de cítricos. La 
compatibilidad sexual dentro del género  ha permitido la aparición de numerosos híbridos 
inter-específicos, que evolucionaron a través de la propagación vegetativa debido a sus 
apomixis facultativos. Como resultado aun la sistemática taxonómica en el género Citrus 
sigue siendo motivo de estudio y de discusión. 
  
2.3.8. Índice de Fijación Fit 
 
El Fit cuantifica la proporción de variación atribuible a la diferenciación inter - individual y 
mide la reducción de heterocigosidad de un individuo en relación al total de poblaciones 
(Caujapé, 2006). Este parámetro cuantifica la consanguinidad  de los individuos con 
relación a la población total de la que forman parte. Puede considerarse la medida más 
global de consanguinidad, puesto que tiene en cuenta los efectos del apareamiento no-
aleatorio dentro de las sub-poblaciones y el efecto de la subdivisión poblacional (Posso, 
2011). 
 
El valor promedio de Fit para este estudio fue de -0,41, los valores de Fit, oscilaron entre 
- 0,6 para el locus Ci01C09 y – 0,692 para el locus Ci07B09 (Tabla 20). Lo encontrado en 
este estudio contrasta con lo reportado por  Garcia – Lor et al. (2012), quienes obtuvieron 
un Fit promedio de 0,41 en un estudio con 50 marcadores microsatélites de materiales de 
Citrus del banco de germoplasma del IVIA en España y el CIRAD en Francia. Los valores 
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obtenidos para los microsatélites fueron positivos, contrario a lo obtenido en este estudio. 
Los valores de Fit, obtenidos por cuando utilizo los marcadores microsatélites Ci02B07, 
Ci02F07 y Ci07C09, fue de 0,03, 0,83 y 0,51 respectivamente, contrario a los obtenidos 
en este estudio donde los valores para los tres marcadores moleculares fue de -0,34, -
0,49 y -0,29, estos resultados confirman lo obtenido con el Fis, en donde se observa un 
alto número de individuos heterocigotos con respecto a los esperado bajo las condiciones 
de equilibrio HW. 
 
7.5. DIVERSIDAD GENÉTICA DE MANDARINAS 
CULTIVADAS Y CONSERVADAS EN BANCOS DE 
GERMOPLASMA Y COLECCIONES DE TRABAJO DE 
CORPOICA 
 
Para estimar la diversidad genética de las mandarinas cultivadas y conservadas en 
bancos de germoplasma y colecciones de trabajo en las tres zonas del país, el total de 
las muestras de las introducciones se dividieron inicialmente en doce grupos de acuerdo 
con la descripción taxonómica. Los cuatro primeros grupos corresponden a las 
mandarinas tipo arrayana, esta mandarina es una “variedad”  de agricultor que está 
dispersa en las principales zonas de producción de cítricos en Colombia, no está 
reconocida como variedad por la comunidad científica (Orduz, et al., 2011). El quinto 
grupo corresponde a mandarinas correspondientes a las variedades de la especie Citrus 
clementina hort. ex Tanaka. El sexto grupo está conformado por otras mandarinas 
correspondientes a las especies Citrus reticulata Blanco, que comercialmente no son 
cultivadas. El séptimo grupo corresponde a las mandarinas híbridos tipo tangor (Citrus 
sinensis x Citrus reticulata). El octavo grupo corresponde a las mandarinas tipo satsumas 
correspondientes a la especie Citrus unshiu Marcovitch. El noveno grupo se denominó 
portainjetos o mandarinas ácidas ya que son mandarinas comúnmente utilizadas con 
este propósito. El décimo grupo corresponde a los Tangelos, que provienen de cruces 
entre pomelos y mandarinas Dancy El grupo once son naranjas dulces correspondientes 
a la especie Citrus sinensis, la cual se cree que se originó por hibridación interespecifica 
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entre Citrus reticulata y Citrus auratium (Ollitraut et al., 2012) y finalmente el grupo doce 
que corresponde a limas ácidas específicamente a las especies Citrus latifolia Tanaka y 
Citrus aurantifolia de parentales desconocidos (Figura 16). 
 
 
FIGURA 16. Porcentaje de loci polimórficos obtenidos en las poblaciones de mandarinas. 
El porcentaje de loci polimórficos (P) promedio obtenido en este estudio fue de 97 % y 
vario entre 85,7% para las mandarinas tipo hibridas tipo Tangor Citrus sinensis x Citrus 
reticulata y 100 % para el grupo 8 (Figura 16). Los valores encontrados indican una alta 
tasa de diversidad genética.  
 
TABLA 21. Valores de heterocigosidad esperada (He), heterocigosidad observada (Ho) 
Índice de fijación de Wright (Fis) para 12 grupos formados utilizando los datos obtenidos 
con catorce marcadores moleculares microsatélites. 
Población Descripción Ho He Fis 
P1 Arrayana Palmira 0,807 0,597 -0,373 ns 
P2 Arrayana Santander 0,861 0,559 -0,614 ns 
P3 Arrayana Villavicencio 0,847 0,555 -0,569 ns 
P4 Reticulata 0,779 0,517 -0,574 ns 
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P6 Mandarinas Híbridos 0,765 0,610 -0,278 ns 
P7 Tangors 0,679 0,568 -0,258 ns 
P8 Satsuma 0,905 0,633 -0,600 ns 
P9 Portainjertos 0,714 0,694 -0,034 ns 
P 10 Tangelo 0,849 0,555 -0,633 ns 
P 11 Naranjas 0,911 0,643 -0,522 ns 
P 12 Limas ácidas 0,690 0,676 -0,098 ns 
Promedio 0,800 0,600 -0,410 
DS 0,078 0,053 0,208 
 
Como se observa en la tabla 21, para todas las poblaciones la heterocigosidad promedio 
observada (Ho), fue de 0,8 siendo mayor que la heterocigosidad promedio esperada (He) 
que fue de 0,6. Estos resultados confirman el exceso de heterocigotos observados (alto 
valor de Ho) en las poblaciones por encima de la He. De acuerdo con Herrero et al. 
(1996) y Ollitrault et al. (2003) una alta heterocigosidad en especies de cítricos genera 
una progenie sexual muy variable. Esta condición no permite reunir los caracteres de los 
parentales en un híbrido específico, además del problema de la depresión por 
endogamia, que muchas veces se observa en la progenie híbrida (Barrett and Rhodes, 
1976). Pese a la diversidad encontrada en todas las poblaciones, el efecto de la deriva y 
la selección en poblaciones pequeñas puede llevar a niveles altos de consanguinidad. 
Este es el caso de la población 12, en donde la Ho fue igual a la He (Tabla 21). 
7.5.1. Distancia genética 
 
En la tabla 22 se observan los índices de distancia genética obtenidos en las doce 
poblaciones calculadas con el índice de Nei (1978). La mayor distancia genética fue para 
las poblaciones P2 - P12 (0,85), seguido de la población P1 – P8 (0,83) y P3 – P12 
(0,811), estos resultados pueden explicarse debido a que las poblaciones P1, P2 y P3, 
corresponden a las especies de mandarinas Citrus reticulata Blanco, mientras que la 
población P8 corresponde a las especies de satsumas, que corresponden a la especie 
Citrus unshiu Marcovitch de parentales desconocidos. La población P12 corresponde a  
la especies de limas ácidas. Cuando dos poblaciones están aisladas genéticamente, 
indica que las mutaciones y la deriva genética contribuyen a la diferenciación de las 
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frecuencias alélicas en los locus selectivos neutros. En la medida que aumenta el tiempo 
de divergencia entre dos poblaciones, la diferencia de frecuencias alélicas también 
aumenta Nei (1978). 
 
TABLA 22. Distancias genéticas obtenidas mediante el índice de Nei (1978) para doce 
poblaciones evaluadas de mandarina. 
  P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 
P2 0,181 xxxx                   
P3 0,200 0,026 xxxx                 
P4 0,345 0,234 0,186 xxxx               
P5 0,298 0,256 0,210 0,229 xxxx             
P6 0,386 0,405 0,353 0,270 0,237 xxxx           
P7 0,396 0,360 0,367 0,397 0,281 0,294 xxxx         
P8 0,831 0,704 0,617 0,678 0,502 0,345 0,379 xxxx       
P9 0,576 0,487 0,454 0,634 0,401 0,435 0,560 0,363 xxxx     
P10 0,399 0,440 0,436 0,483 0,382 0,472 0,646 0,684 0,284 xxxx   
P11 0,406 0,578 0,586 0,541 0,508 0,387 0,634 0,616 0,435 0,224 xxxx 
P12 0,701 0,851 0,811 0,559 0,467 0,320 0,452 0,409 0,688 0,757 0,576 
Promedio 0,43 0,43 0,44 0,47 0,40 0,37 0,53 0,51 0,46 0,49 0,57 
  
La menor distancia genética se presentó entre las poblaciones 2 – 3 (0,02), seguido de 
las poblaciones 2-1 (0,18), estas poblaciones corresponden a las mandarinas tipo 
arrayana del banco de germoplasma y las colecciones de cítricos de Palmira, Santander 
y Villavicencio (Tabla 22). Esta mandarina está ampliamente distribuida por los núcleos 
productivos en Colombia, y al parecer corresponden al mismo genotipo. Estos resultados 
fueron similares a los obtenidos con los marcadores moleculares RAMs y confirman que 
los marcadores microsatélites SSR, pueden diferenciar grupos de cítricos que están 
altamente relacionados, como  es el caso de mandarinas. Puritz et al. (2012), plantea que 
para el análisis de origen genético de las especies cítricas la información obtenida a partir 
de secuencias de genes nucleares es más útil que la información obtenida a partir de 
secuencias de plastidios heredados por vía materna debido al flujo de genes entre los 
especies sexualmente compatibles y al hecho que las especies pertenecen a la misma 
zona de la diversificación, conclusión que da soporte a los resultados obtenidos con 
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ambos tipos de marcadores. La distacias promedios entre todas la poblaciones esta por 
encima de 0,45, lo que indica una diversidad genética alta. 
 
El dendrograma para los doce poblaciones construido mediante el método UPGMA y con 
un  bootstrap de 1000 repeticiones (Figura 16) mostró un alto porcentaje de loci que 
soportan la formación de los nodos, lo que indica una alta confiabilidad para los loci 
utilizados en el análisis de diversidad genética de los materiales colectados y la 
efectividad de los marcadores moleculares microsatélites para el estudio realizado (Tabla 
23).  
 
FIGURA 17. Dendrograma para las doce poblaciones evaluadas y construidas mediante 
el método UPGMA con un  bootstrap de 1000 repeticiones usando el programa TFPGA 
En la figura 17 se puede observar la formación de tres grandes subgrupos, el primero 
compuesto por las poblaciones de Arrayanas de Santander, Villavicencio y Palmira, 
mandarinas de la especies de C. reticulata, mandarinas de la especie C. clementina, 
Mandarinas híbridas tipo Tangor (C. reticulata x C. sinensis) y otras mandarinas. 
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 El segundo subgrupo compuesto por las poblaciones correspondientes a tangelos (C. 
paradisi x C. tangerina), naranjas dulces (C. sinensis), mandarinas comúnmente 
utilizadas como portainjertos como es el caso de la mandarina cleopatra C. reshni hort. 
ex Tanaka y mandarina Rubiduox C. reticulata Blanco.   
 
El tercer grupo está compuesto por mandarinas tipo Satsutmas Citrus unshiu y por limas 
ácidas C. latifolia Tanaka y C. aurantifolia de parentales desconocidos. Para el caso de 
las mandarinas Satsumas se cree que estas se originaron a partir de acumulaciones de 
mutaciones somáticas (Cameron y Frost, 1968), en la región de Zhejiang (Cheng, et al., 
2005) encontrando baja diversidad entre haplotipos, lo que incide en la caracterización a 
nivel molecular, ya que los marcadores moleculares existentes no permiten diferenciar 
estos genotipos. Se han realizado estudios de diversidad a nivel de cloroplastos (Cheng, 
et al., 2005) y con EST – SNP para determinar el origen de las mandarinas satsumas 
(Jian, et al., 2010). Para las limas ácidas y en especial la lima ‘Mejicana’ (C. aurantifolia), 
diferentes autores (Torres et al., 1978, Federici et al., 1998; Ollitrault et al., 2012) 
proponen que los datos moleculares indican que esta lima es un híbrido entre C. médica 
y una variedad de Papeda. Nicolosi et al. (2000) propuso la hipótesis que la lima 
mejicana tiene como parental al papeda C. micrantha. El origen de otras limas es 
desconocido. 
 
Como se mencionó anteriormente a estas poblaciones pertenecen otras  especies de las 
cuales se desconocen sus parentales. En los nodos 1 y 2 (Tabla 23) se observa la poca 
distancia genética entre las mandarinas arrayanas de Santander, Villavicencio y Palmira, 
estos resultados confirman la hipótesis de que la mandarina arrayana es una variedad 
del agricultor que se ha dispersado por todo el país, pero que corresponde al mismo 
genotipo y que debido al carácter de propagación clonal, y a su expresión fenotípica es 
llamada de diversas maneras  en diferentes regiones. Estos resultados concuerdan con 
los obtenidos con los marcadores moleculares RAMs. 
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TABLA 23. Información de los loci que soportan la construcción del dendrograma de 
distancias de los doce grupos formados. 
Nodo Proporción de réplicas 
similares (1000 repeticiones) 
Numero de loci que 
soportan el nodo 
% total de loci que 
soportan el nodo 
1 1 6 42,86% 
2 0,444 1 7,14% 
3 0,251 4 28,57% 
4 0,104 0 0% 
5 0,287 1 7,14% 
6 0,47 1 7,14% 
7 0,724 4 28,57% 
8 0,422 0 0% 
9 0,183 0 0% 
10 0,211 0 0% 
11 1 14 100% 
 
Se realizó un análisis de coordenadas principales (PCoA), para visualizar la asignación 
de las poblaciones, de acuerdo con la cercanía genética encontrada en el método de 
agrupamiento UPGMA. El PCoA, en las dos primeras coordenadas explica el 47,2 % de 
la variabilidad total de las 12 poblaciones y genera seis grupos altamente relacionados. 
La primera coordenada explica el 27, 11% de la variabilidad y aporta a la diferenciación 
de las poblaciones  pop2, pop3, pop4 y pop5. La segunda coordenada explica el 20,11% 
de la variación total y aporta a la diferenciación de las pop6, pop8, pop9 y pop12 (Figura 
18).  Las demás poblaciones se encuentran  mezcladas entre los diferentes grupos y su 
distribucción es totalmente al azar. Estos resultados confirman los obtenidos con los 
marcadores RAMs y con los marcadores microsatélites en donde algunos individuos de 
la poblaciones corresponden a los mismos genotipos, estos resultados quizá se deban  al 
alto número de heterocigotos y al flujo genético que  ocurre en las diferentes variedades 
del genero Citrus, lo que dificulta la diferenciación genética. Resultados similares fueron 
presentados por Garcia – Lor et al. (2013), en donde el análisis de PCoA, en los dos 
primeros ejes explicaron el 76% de la variabilidad, utilizando poblaciones de C. reticulata, 
C maxima y C.medica. 







En la figura 19 se observa que el análisis de coordenadas principales considerando las 
poblaciones de mandarinas “Arrayanas” de Santander, Villavicencio y Palmira, se 
diferenciaron en dos grupos, el grupo 1, corresponde a las mandarinas del banco de 
germoplasma de cítricos del C.I Palmira, donde se ubican los materiales denominados 
Arrayana, ICA Bolo, ICA Amaime e ICA Jamundi y una colección de criollos. El grupo 2 
corresponde a las mandarinas Arrayana, Lisa de C.I. La Suiza y C.I.La Libertad. Al 
parecer el intercambio de material vegetal se ha dado entre dos centros de investigación, 
ya que su similaridad es bastante alta. Estos resultados concuerdan con los obtenidos 
con los marcadores moleculares RAMs y con los métodos de distancias genéticas de Nei 
–Li y método de agrupamiento UPGMA, que evidencio una cercanía entre las 
introducciones entre los centros de investigación. Estos resultados indican que los 
marcadores moleculares microsatelites permiten diferenciar los genotipos dentro de una 
población. 
 
FIGURA 18. Relaciones genéticas entre las mandarinas del banco de germoplasma de citricos y 
las colecciones de trabajo de los centros de investigación de Corpoica en Palmira, Santander y 
Villavicencio, mediante un análisis de coordeadas  principales (ACoP). 
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7.5.2. Análisis de varianza molecular AMOVA entre las 
poblaciones estudiadas  
 
El análisis de varianza molecular (AMOVA) se realizó teniendo en cuenta como fuentes 
de variación el nivel jerárquico de las poblaciones, las familias y los individuos, con el  fin 
de identificar la variación molecular que es atribuible a las poblaciones, dentro de las 
poblaciones y la variación individual dentro de las poblaciones. Los resultados del 
AMOVA indicaron que el mayor porcentaje de variación corresponde a diferencias 
propias de los individuos que representan el 83,7%, seguido por la variación encontrada 
entre las poblaciones que corresponde al 16,3% (Tabla 24). La variación de individuos 
dentro de las poblaciones fue negativa y por lo tanto es considerada como cero; además 
no resultó significativa, lo que  permite concluir que no existió variación individual dentro 
de cada grupo formado, estos resultados posiblemente obedezcan a que las especies 
silvestres de los cítricos presentan una amplia variabilidad genética y muchas de las 
FIGURA 18. Organización de la diversidad genética de mandarinas cultivadas; análisis de 
coordenadas principales (PCoA). Pop 1. Arrayana Palmira, Pop 2, Arrayana La Suiza – 
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especies cultivadas presentan un bajo polimorfismo intervarietal ya que han sido 
obtenidas como consecuencia de mutaciones espontáneas (Swingle y Reece, 1967),. 
 
TABLA 24. Análisis de varianza molecular (AMOVA) para las doce poblaciones 
estudiadas. 






Entre poblaciones 11 177 0,77558* 16,25 
Entre individuos dentro 
de la población 
99 232,908 0 0 
Dentro de los 
individuos 
111 616.500 5,644* 83.75 
* Valores significativos para α=0,05; 1000 permutaciones 
 
 
7.6. ESTRUCTURA POBLACIONAL 
  
Con el programa STRUCTURE v. 2.3.4 (Pritchard et al., 2000), se realizó un análisis de 
la estructura de 12 poblaciones entre mandarinas, tangelos, naranjas y limas ácidas del 
banco de germoplasma de cítricos y de las colecciones de trabajo de Santander y 
Villavicencio. El programa realiza análisis de agrupamiento de los individuos estudiados 
en un diferente número de clusters (K) que representan el número de poblaciones 
asumidas utilizando un modelo de mezcla en el cual cada individuo podría contener en su 
genoma porcentajes variables de las poblaciones ancestrales de las que proviene o de 
sus grupos vecinos.  
 
El programa Structure, trata de agrupar  probabilísticamente a un conjunto de  individuos 
en distintas poblaciones mediante un algoritmo Bayesiano, para ello, utiliza datos 
genotípicos de marcadores moleculares no ligados o débilmente  ligados, como pueden 
ser microsatélites (SSR), RFLP y SNP. Se asume además, que los marcadores están en 
equilibrio de ligamiento dentro de estas poblaciones. 
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En el análisis de la estructura poblacional de los genotipos de mandarinas utilizando el 
programa Structure v 2.3.4., se asumió un modelo en el cuál las variedades analizadas 
con los 14 loci microsatélite, podían estar agrupadas  en un número comprendido entre 1 
y 12 poblaciones (K), cada una de las cuales se caracterizaría por presentar un 
determinado conjunto de frecuencias alélicas para los alelos de cada locus. El análisis se 
realizó con 100,000 interacciones de Burn-in y con 500,000 iteraciones de Cadenas de 
Markov de Monte Carlo (MCMC). Los pasos previos se efectuaron antes de empezar a 
comparar las probabilidades de las tablas alternativas con la de la observada, estos 
pasos son  necesarios porque la cadena de Markov comienza precisamente en la tabla 
observada. Unos pocos miles de pasos son suficientes para alcanzar un punto de 
comienzo aleatorio que corresponda a una tabla independiente de la probabilidad 
observada. Para cada K, se realizó un número máximo de 3 iteraciones aleatorias. Una 
vez finalizado el análisis, se observó en cuantas poblaciones, entre 1 y 12, estaban 
agrupadas las variedades de  mandarina, en función de su  genotipo. Cada individuo se 
muestra en una barra vertical y cada color representa la proporción del clúster 
correspondiente (grupo genético en este caso) en forma proporcional al tamaño de la 
población. Las poblaciones incluidas para este trabajo fueron mandarina arrayana de 
Palmira (ARRAP), Arrayana de Santander (ARRAS), Arrayana de Villavicencio (ARRAL), 
Reticulatas (RETI), Clementinas (CLE), Hibridos (HIBRI), Tangors (TAN), Satsumas 
(SAT), Portainjertos (PORT), Tangelos (TANG), Naranjas (NAR) y Limas ácidas (LIM). 
 
En la figura 20 se observa que cada una de las poblaciones está compuesta por un 
conjunto de individuos heterogéneos evidenciado en el patrón de asignación de los 
individuos a cada una de las poblaciones estadísticas. El análisis sugiere desde el punto 
de vista genético, que las poblaciones asignadas no muestran una clara diferenciación 
entre ellas, lo que confirma los resultados anteriores de AMOVA e índices de fijación. 
 
Cada individuo está representado por una barra vertical, cuando ésta es de un solo color 
significa que el 100 % del genoma de ese individuo pertenece a ese Clúster (K), mientras 
que si tiene dos o más colores significa que comparte el genoma con otros (K).  Se 
observa el primer análisis de la estructura que se realizó a las doce poblaciones, cuando 
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se asume la existencia de dos poblaciones ancestrales (K=2), se puede apreciar el 
aporte de cada uno de los ancestros (Color rojo y verde) para todos las poblaciones de 
mandarinas, naranjas, Tangelo y limas ácidas. Cuando se asume la existencia de tres 
parentales (K= 3), se observa que se mantiene la presencia de un ancestro común, lo 
que indica el origen mixto de estas poblaciones, el origen de las especies secundarias y 
muchos híbridos de mandarinas formados por hibridación interespecífica entre los 
taxones del genero Citrus. Cuando se aumenta el K = 4, se observa la que los genotipos 
de los individuos conservan una identidad enmarcada para las poblaciones 1: ARRAP; 2: 
ARRAS; 3: ARRAL; 4: RETI; 5, y CLE pero no se observa el aporte de cada uno de los 
grupos.  Con el K= 5, se observa que las primeras cinco poblaciones se mantienen más 
homogéneas, sin embargo se empieza a observar el aporte de cada uno de las demás 
poblaciones.  
 
A partir del K = 7 hasta el K= 14, se observa cómo se va acentuando las contribuciones 
de diferentes taxas entre las poblaciones, sin embargo hay poblaciones que mantienen 
muy marcados los aportes de los parentales como en las poblaciones ARRAP, ARRAS, 
ARRAL, RETI Y CLE, donde los aportes de otros genotipos son menores al 20%. 
 
Cuando se observa K=14 en general para todas las poblaciones tanto de mandarinas 
como de otras especies cítricas (11: NAR; 12: LIM) presentan una gran composición 
genética, indicando que existen muchas variedades clasificadas como C. reticulata 
Blanco (según Tanaka) que se encuentran dispersas en la población, lo cual indica que 
podrían estar sujetas a una diferenciación mayor, incluso asignar variedades a otras 
especies, este efecto es altamente visible en la población 6 o denominada mandarinas 
hibridos. La figura 20 muestran que a medida que aumenta el K, el valor de la 
probabilidad tiende a estabilizarse, sin embargo no se logra la estabilidad completa ya 
que a partir de K= 5 y K=9  (Figura 21), el valor de la probabilidad vuelve a descender. 
 
Las estadísticas que se utilizan para seleccionar el valor correcto K fueron los seguidos 
por Evanno et al. (2005) e implementado en el programa Structure Harvester (Early 
vonHoldt, 2012), donde la probabilidad media, L (K), la diferencia media entre los valores 
de probabilidad sucesivas de K, L '(K), el valor absoluto de esta diferencia, L'' (K) y Delta 
K, que es la media de los valores absolutos de L'' (K), dividido por la desviación estándar 
de L (K). La distribución de probabilidad L (K) y Delta K eran los principales valores 
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usados para elegir el valor de K óptimo de la población. Tres análisis consecutivos se 





K = 3 
K = 4 
K = 5 
K = 7 
K = 9 



























En la figura 21, se observa  que a partir de la probabilidad media de los resultados 
obtenidos en el programa Structure (ΔK), el gráfico que índica el mejor K según el 
método de Evanno et al., (2005) implementado en el programa Structure Harvester (Early 
vonHoldt, 2012), para las 12 poblaciones de mandarinas y  otros cítricos, es el K = 5. 
Para este cálculo se asumió la población a priori.  
 
K = 14 
K = 13 
K = 12 
K = 11 
FIGURA 19. Representación gráfica de los resultados del análisis de la estructura 
genética de doce poblaciones de mandarinas comparadas con otras especies de cítricos  
(K= 2 hasta K= 14), usando 14 marcadores microsatélites.1: ARRAP; 2: ARRAS; 3: 
ARRAL; 4: RETI; 5: CLE; 6: HIBRI; 7: TAN; 8: SATS; 9: PORT; 10: TANG; 11: NAR; 12: 
LIM. Calculado con software STRUCTURE v. 2.3.4 
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FIGURA 20. ΔK de la probabilidad media de los resultados de Structure donde se 
infirieron de 1 a 12 clusters (K). 
 
Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las mandarinas son altamente 
polimórficas, y que aunque algunos genotipos de mandarinas se consideran puros, se 
observa las introgresiones de otros taxones en su genoma. Una característica importante 
teniendo en cuenta la forma como se han generado los materiales de mandarinas, es su 
alta tasa de mutaciones. Los genomas de especies secundarias de mandarinas y de 
otros cítricos pueden tener grandes fragmentos de ADN de especies ancestrales que 
ocurrieron en algunos eventos de recombinación interespecifica (García-Lor et al., 2012).  
Estos resultados confirman que los marcadores microsatélites logran diferenciar grupos 
de mandarinas a nivel de especies. 
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7.7.  IDENTIFICACIÓN DE DUPLICADOS DE 
MATERIALES CULTIVADOS DE MANDARINAS 
 
Se logro identificar materiales duplicados dentro de las doce poblaciones analizadas 
(Tabla 25). Los resultados obtenidos con el programa Excel Microsatellite ToolKit, con un 
alelo de diferencia, se logró detectar un 100% de similitud genética entre los individuos 
47 y 48 que corresponde a Mandarina Dancy de la Libertad y Mandarina Fina del Llano, 
igualmente  en los individuos 71 y 73 se encontró una similitud del 100% los genotipos 
corresponden a Tangelo Orlando1 y Tangelo Orlando del Banco de germoplasma de 
cítricos de Palmira. Para los individuos, 100, 101, 102, la similitud también fue del 100%, 
estos individuos pertenecen a la población 5 que corresponden a los materiales de 
mandarinas clementinas Clemenulles de Corpoica Palmira. Otros individuos con alto 
grado de similitud genética fueron 15 y 17, correspondientes a las mandarinas Fortune y 
Warnucor respectivamente, ambas organizadas en la población 5, que corresponde a  las 
mandarinas hibridas. Los individuos 42 y 46 que corresponden a mandarinas Lisa 
Santadereana, presentaron un porcentaje de similitud del 96,13%, lo que indica que 
corresponden a genotipos muy cercanos. 
 
TABLA 25. Individuos de mandarinas con alto nivel de similitud. 
Individuo 1 Genotipo Individuo 2 Genotipo Porcentaje de 
similitud 
47 Mandarina 
Dancy C.I La 
Libertad 
48 Mandarina Fina 
C.I La Libertad 
100,00% 
71 Tangelo 

















 CM Palmira 
100,00% 
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41 Arrayana (1) 
La Suiza 
42 Arrayana (1) La 
Suiza 
96,43% 
42 Arrayana (1) 
La Suiza 
47 Mandarina 
Dancy C.I La 
Libertad 
96,43% 
42 Arrayana (1) 
La Suiza 
48 Mandarina Fina 
C.I La Libertad 
96,43% 
43 Arbol 1 Lisa 
Santandereana 
La Suiza 




46 Mandarina Lisa 
La Suiza 
47 Mandarina 
Dancy C.I La 
Libertad 
96,43% 
46 Mandarina Lisa 
La Suiza 
48 Mandarina Fina 












A partir de las muestras colectadas se generó una colección de ADN de Citrus spp del 
banco de germoplasma y de las colecciones de trabajos de tres centros de investigación 
conformada por 99 muestras de mandarinos, 5 tangelos, 4 naranjas, 1 toronja y 2 limas 
acidas, almacenadas a -50°C para futuros trabajos de investigación. 
 
El análisis mediante marcadores moleculares RAMs permitió detectar la variabilidad 
genética de las introducciones de Citrus spp. del banco de germoplasma y de las 
colecciones de trabajo de Corpoica en los centros de investigación Palmira, La Suiza y 
La Libertad. 
 
Se seleccionaron seis cebadores RAMs para Citrus spp. (CCA, CT, CGA, GT, ACA, CA), 
se obtuvo un total de 91 bandas polimórficas para 111 introducciones de cítricos. Los 
cebadores CGA y GT fueron los que más aportaron al estudio de diversidad ya que 
presentaron los valores más altos de heterocigosidad esperada con 0, 41 y 0,38 
respectivamente y un porcentaje de loci polimórficos de 100 y 95,4 por ciento. Estos 
valores indican que son apropiados para realizar estudios de diversidad genética y de 
estructura poblacional. 
 
El coeficiente de diferenciación genética obtenido al evaluar las 111 introducciones de 
Citrus spp.con seis cebadores RAMs fue de 0,36, lo que indica una gran diferenciación 
genética. Los cebadores CT y CA, fueron los que mayor aporte hicieron a la 
diferenciación poblacional con un Fst de 0,49 para cada uno. 
 
El análisis mediante el coeficiente de Nei-Li, con un nivel de similaridad de 0,75 
diferenció la población en 8 grupos, que concuerdan con los grupos taxonómicos, 
principalmente para el grupo de las mandarinas. Estos resultados fueron confirmados en 
el análisis de correspondencia múltiple. 
 
El agrupamiento realizado por el método UPGMA, generó dos grupos, el primero formado 
por las poblaciones que comparten a las mandarinos como ancestros y el segundo 
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formado por limas ácidas. Este método permitió agrupar en un solo nodo a las 
poblaciones de mandarinas “Arrayanas provenientes de Palmira, Santander y 
Villavicencio. 
 
El dendrograma generado a partir de 51 introducciones de mandarinas provenientes de 
los centros de investigación Palmira, La Suiza y la Libertad, con un nivel de similaridad 
del 75% generó tres grupos, el primero correspondiente a las mandarinas “Arrayanas”, el 
segundo a mandarina “Lisa Santanderana” y el tercero a las mandarinas “Dancy y Fina 
del llano”. 
 
El conjunto de catorce marcadores moleculares microsatélites utilizados en el estudio 
permitieron la determinación de la variabilidad, estructura y relaciones genéticas de las 
introducciones del banco de germoplasma y las colecciones de trabajo en los centros de 
investigación de Corpoica. Se obtuvo una heterocigosidad observada de 0,8, mientras 
que la heterocigosidad esperada fue del 0,6, lo que indica un exceso de heterocigotos en 
el banco de germoplasma y las colecciones de trabajo de cítricos. 
 
La caracterización molecular de 111 introducciones de Citrus spp., con catorce 
marcadores microsatélites, detecto niveles promedio de riqueza alélica de 2,49 y un 
contenido de información polimórfica promedio de 0, 61, lo que indica una alta 
variabilidad genética y una alto nivel de polimorfismo. 
 
Los marcadores microsatélites mCrCIR01E02 y Ci02BF03, Ci02BF07, fueron los más 
polimórficos y se recomiendan para futuros trabajos de variabilidad genética en 
mandarinas. 
 
Los análisis de agrupamiento con los cebadores microsatélites permitieron la 
identificación de tres grandes grupos, el primero compuesto por las mandarinas, el 
segundo compuesto por las naranjas y tángelos y el tercer grupo a las mandarinas 
satsumas y limas ácidas. 
 
Se encontró una diversidad genética alta con marcadores microsatélites para los 
materiales evaluados del Citrus spp. y de las mandarinas cultivas Citrus reticulata, lo que 
Anexo B. Protocolo de Doyle y Doyle (1990) para extracción de ADN. 111 
 
indica que a pesar de que provienen del banco de germoplasma y de colecciones de 
trabajo, se conserva una variación genética importante para el mantenimiento de la 
especie. No se observó una agrupación de las introducciones por las zonas donde se 
cultivan, probablemente debido a la presencia de un elevado intercambio de material 
entre éstas. Los clúster se agruparon de acuerdo con los grupos taxonómicos. 
 
Comparando los resultados obtenidos con los marcadores moleculares RAMs y 
Microsatélites se encontró que las mandarinas “Arrayanas” provenientes de Palmira, 
Santander y Villavicencio comparten el mismo grupo monofiletico, sugieriendo esto que 
los materiales corresponden al mismo genotipo y que se han dispersado por el país a 
partir de un solo material la“Arrayana” la cual comparte grupo taxonómico con las 
mandarinas Oneco y Lisa Santandereana. 
 
El mayor aporte de este trabajo ha sido la caracterización con marcadores moleculares 
del banco de germoplasma de cítricos, con el fin de determinar su estructura genética 
para ayudar en la gestión de la conservación. También permitió la identificación de 
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A. Anexo: Protocolo de extracción 
de ADN de Dellaporta et al. (1983), 
modificado. 
1. Preparar un baño a 65°C y colocar el buffer de extracción. 
2. Marcar los tubos ependorf de 1.5 ml (dos juegos iguales). 
3. Macerar de 20 a 30 mg de tejido foliar  en Nitrógeno Líquido. 
4. Transferir el tejido a un tubo de 1.5 ml usando una espátula limpia con etanol. 
5. Adicionar 800 ul de buffer de extracción y 55 ul de SDS al 20% 
6. Mezclar bien el tejido con el buffer usando vortex o una punta limpia. 
7. Incubar a 65°C por 20 minutos, invirtiendo los tubos periódicamente. 
8. Adicionar 250 ul de acetato de potasio 5 M frío y mezclar. 
9. Incubar en hielo 20 minutos  en agitación. 
10. Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos. 
11. Transferir 800 ul del sobrenadante a un tubo nuevo marcado. 
12. Adicionar 640 ul de isopropanol frío y mezclar 8- 10 veces. 
13. Incubar a -20 °C  durante toda la noche. 
14. Centrifugar a 13000 rpm por 15 minutos. 
15. Remover el isopropanol y secar las gotas con toalla 
16. Adicionar 500 ul de T10E1 e incubar a 65°C por 15 minutos, mezclar. 
17. Adicionar 400 ul de isopropanol y mezclar 8-10 veces. 
18. Incubar a –- 20°C por 2 horas. 
19. Centrifugar a 12000 rpm por 10 minutos. 
20. Remover el isopropanol. 
21. Dejar secar 1 hora sobre una toalla. Secar las gotas con toalla. 
22. Resuspender en 80 ul de T10E1 (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) 
23. Adicionar 1 ul de RNAsa (10 mg/ml), hacer un corto spin 12000 rpm 1 minuto. 
24.Guardar a 4 °C. 
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B. Anexo 1. Protocolos de Doyle y 
Doyle et al. (1990), modificado para  
extracción de ADN. 
Se cortaron las hojas evitando la nervadura central por su composición de fibra que 
dificulta el macerado y se colocó en un mortero al cual se  adiciono posteriormente 
nitrógeno líquido. 
El producto se coloco en tubo eppendorf de 1,5 ml esteril y se refrigero a     -20°C hasta 
el momento de proceder a la extracción 
Se adicionó 700 μl de buffer de extracción (Tris 100mM, EDTA 10 mM, SDS 1%) 
precalentado a 65°C y se realizó un vortex. 
Se incubó a 65°C por 30 minutos y se invirtió  5 veces. 
Se centrifugo 10 minutos a 13000 r.p.m. 
Se rescato el sobrenadante y se paso a un tubo esteril nuevo   
Se realizo un lavado con Isopropanol (500 μl) mas acetato de amonio 7M (300 μl) y se 
mezcló por inversión 5 minutos. 
Se incubo a -20°C durante 24 horas 
Se centrifugó a 13.000 rpm por 15 minutos 
Se lavo el pellet con aproximadamente 250 μl de etanol al 70% 
Se centrifugó por 13.000 rpm por 10 minutos. 
Se descarto el sobrenadante 
Se dejó secar el pellet a temperatura ambiente has ta que no se observaron partículas de 
alcohol. 
Se resuspendió en 20 μl de TE 1X.  
Se adicionó 1 ul de RNAsa y se incubó a 37°C por 40 minutos. 
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